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Resumo

O objectivo principal deste trabalho consistiu na modificagdo da superficie de
membranas de uma poliuretana termoplastica (Elastollan 1180A50®), de modo a que
esta superficie se tornasse mais hidrofilica, hemocompativel e promovesse a adesdo e
proliferacdo celulares para poder ser aplicada como valvula cardiaca artificial. Para tal,
foram usadas diferentes técnicas de modificagdo, nomeadamente, modificagdo por
radiacdo ultravioleta (UV), quimica (ligacao de grupos NH,) e por Plasma. Pretende-se
uma alteracdo das propriedades de superficie da membrana, sem alterar as suas
propriedades de massa.

As membranas foram modificadas por radiacdo UV e de seguida foram enxertados dois
mondmeros distintos: acido metacrilico (MAA) e o metacrilato de 2-hidroxietilo
(HEMA), devido as suas caracteristicas hidrofilicas. Numa segunda técnica, as
membranas foram modificadas quimicamente, através da incubacdo em
hexametilenodiamina, para ligar grupos amina (NH;). Finalmente, as membranas
foram modificadas por Plasma, com Argon e Oxigénio, de forma a avaliar os
parametros de modificacdo mais eficazes. Apds isto, e apenas para os parametros
ideais, foram enxertadas com os monémeros HEMA e MAA.

As alteracdes da superficie das membranas foram avaliadas pelas técnicas: Angulos de
Contacto e Energias de Superficie (através do método de Owens, Wendt, Rabel e
Kaelble) e FTIR (espectroscopia de infravermelhos). Além disso, foram também
efectuados testes de adesdo e proliferacao celulares, de actividade antibacteriana e de
hemocompatibilidade.

Em todas estas técnicas verificou-se o aumento da hidrofilicidade das membranas,
bem como a adesado e proliferacao celulares. Apenas as membranas modificadas com
hexametilenodiamina ndo demonstraram qualquer efeito antibacteriano.

O comportamento das membranas quando em contacto com o sangue foi diferente
entre elas. A excepcdo das membranas modificadas por Plasma seguido do enxerto de
HEMA e das modificadas por ligacdo de grupos NH,, o indice trombogénico é muito

elevado. No que diz respeito ao indice hemolitico, as membranas modificadas por UV e
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por Plasma seguidas do enxerto de HEMA demonstraram ser ndo-hemoliticas. Ja as
membranas modificadas com UV seguido de MAA, mostraram-se hemoliticas para o
contacto indirecto e nao-hemoliticas para o directo. Por outro lado, quando a
modificacdo é por Plasma seguida do enxerto de MAA, as membranas sao hemoliticas
para o contacto directo e ligeiramente hemoliticas para o indirecto. Finalmente, para a
hexametilenodiamina, as membranas demonstraram ser hemoliticas em ambos os
Casos.

Quando expostas ao ar, as membranas recuperam a sua hidrofobicidade. Uma forma
de impedir essa recuperacdo é a incubacdo das membranas em meio de cultura
(DMEM-F12), que mantém o seu angulo de contacto aproximadamente constante ao
longo do tempo, em valores baixos.

Em relacdo a percentagem de inchaco, obtiveram-se valores insignificantes (<2%) para
todas as técnicas de modificagdo.

Assim, considerando todas as caracteristicas dos materiais modificados, os melhores

resultados foram obtidos para a modificagao por Plasma seguida do enxerto de HEMA.



Abstract

The objective of this work was the modification of the surface membrane of a
thermoplastic polyurethane (Elastollan 1180A50°), in order to turn the surface more
hydrophilic, to improve the hemocompatibility and promote cell adhesion and
proliferation to be applied as artificial heart valves. For this purpose, different
techniques were used for modification, namely, modification by UV, chemical (NH;
bound) and Plasma. Surface modification aims to tailor the surface characteristics of a
material without altering its bulk properties.

The membranes were modified by ultraviolet radiation (UV) and then two distinct
monomers were grafted: methacrylic acid (MAA) and 2-hydroxyethyl methacrylate
(HEMA), due to its hydrophilic characteristics. In a second technique, membranes were
chemically modified through incubation of 1,6-hexanediamine, to bound amino groups
(NH,). Finally, membranes were modified using Plasma, with Argon and Oxygen, in
order to evaluate the most effective modification parameters. After this, and only for
the optimal parameters, the membranes were grafted with HEMA and MAA.

The changes of polymer surface properties were evaluated by different techniques:
Contact Angles and Surface Energies (through Owens, Wendt, Rabel and Kaelble
method) and FTIR (Fourier transform infrared). Membranes were also tested for blood
compatibility, cell adhesion and proliferation and antibacterial effect.

In all of these techniques there was an increase of membranes hydrophilicity and cell
adhesion and proliferation were verified. Only the membranes grafted with amine
groups didn’t present antibacterial effect.

The behavior of the membranes in contact with the blood is different between them.
Except the modification by Plasma followed by HEMA grafting and the bounding of NH,
groups, the thrombogenicity is very high. For the hemolytic index, membranes
modified by UV and Plasma followed by the graft of HEMA shown to be non-hemolytic.
The membranes modified by UV followed by the graft of MAA, were hemolytic for the
indirect contact and non-hemolytic to direct. In contrast, when the modification is by

Plasma followed by the graft of MAA, membranes are hemolytic for direct contact and
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slightly hemolytic for indirect. Finally, for 1,6-hexanediamine, the membranes showed
hemolytic in both cases.

When exposed to air, the membranes recovered its hydrophobicity. One way to
prevent this recovery is the incubation of the membranes in a culture medium
(DMEM_F12), which maintains its contact angle approximately constant over time.
Regarding the percentage of swelling were obtained insignificant amounts (<2%) for all
modification techniques.

Thus, considering all the features of the modified materials, the best results were

obtained for the modification by Plasma followed by HEMA grafting.
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Motivacao

Uma vez que o coracdo é um Orgdo vital do corpo humano, é uma necessidade
combater as suas possiveis falhas.

Ao nivel das vdlvulas cardiacas, varias complicacdes podem surgir, condicionando
assim o normal funcionamento do coracdo, tornando-se emergente substitui-las.

O estudo de valvulas cardiacas artificiais ja conta com mais de 50 anos, incluindo
valvulas artificiais mecanicas e bioldgicas. No entanto, a véalvula ideal ainda ndo foi
desenvolvida.

Este projecto consiste na preparacdo de membranas de poliuretana, Elastollan
1180A50°, bem como na sua modificagdo quimica/fisica de forma a torna-las
biocompativeis. A biocompatibilidade é, por definicdo, a capacidade de um material
induzir a resposta adequada, numa situagao especifica. [1]

Apds a modificacdo das membranas, pretende-se estudar o comportamento destas na
presenca de culturas celulares, de forma a concluir se este material poderd ser
aplicado na drea da medicina regenerativa, mais concretamente, no fabrico de valvulas

cardiacas artificiais.
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Capitulo 1 — Introducdo

Capitulo 1

Fundamentos tedricos

1.1. O coracao

O coragdo é um 6rgdo que integra o sistema cardiovascular e localiza-se na cavidade
toracica, entre os pulmdes. A principal funcdo deste 6rgdo é enviar sangue para todas
as partes do corpo. De tamanho semelhante ao de um punho fechado, bombeia cerca
de 5L de sangue por minuto para o caso de uma pessoa saudavel, com
aproximadamente 70Kg de peso. A quantidade de sangue bombeada pode aumentar
em periodos de muito exercicio fisico. [2] [3]

Quanto a sua constituicdo, é essencialmente tecido muscular. A parede cardiaca é
composta por trés camadas de tecido: endocardio, epicardio e miocardio (Figura 1). O
endocardio é a camada mais interna de revestimento do coracdo, de espessura muito
fina, o que permite ao sangue mover-se com facilidade. O epicardio é a camada mais
externa, uma membrana fina, também designada por folheto visceral. Por fim, o
miocardio é a camada intermédia, mais espessa, composta por musculo cardiaco e

responsavel pelos movimentos contracteis do coracdo. [3] [4]
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— Epitélio pavimentoso
simples

Tecido conjuntivo
laxo e gordura

Epicérdio
(folheto visceral)

Miocardio

Endocérdio

Trabéculas
carnosas

Figura 1: Constituigdo da parede cardiaca. [3]

O coracdo pode ser dividido em dois lados (direito e esquerdo) sendo cada um destes
dividido em duas cavidades (auricula e ventriculo) (Figura 2). O lado direito recebe o
sangue que provém de todo o corpo, que é pouco oxigenado (“venoso”), por meio das
veias cavas superior e inferior. Apds a recepg¢ado, bombeia este mesmo sangue para os
pulmdes, para oxigenacdo. A este percurso dd-se o nome de circulagdo pulmonar. Por
sua vez, o lado esquerdo recebe o sangue oxigenado (“arterial”) vindo dos pulmdes
pelas veias pulmonares, e bombeia-o para a aorta, de forma a poder ser distribuido

por todo o corpo, sendo este percurso do sangue denominado circulagdo sistémica. [4]

Antéria pulmonar

Veias pulmonares
>

Veia cava superior

Auricula direita

Auricula esquerda

Veia cava inferior

Ventriculo esquerdo

Septo
Ventriculo direito

Figura 2: Organizacdo das diferentes cavidades do corag¢do. Direc¢do do fluxo sanguineo. (Adaptado de [2])

O sangue chegado as auriculas é depois enviado destas para os ventriculos. E

importante referir que as paredes dos ventriculos sdo de espessura superior a das
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auriculas, sendo a parede do ventriculo esquerdo ainda mais espessa. Esta diferenca
das espessuras é justificada pelo facto de os ventriculos terem que contrair com forca
suficiente para bombear o sangue quer para a circulacdo pulmonar quer para a
circulagao sistémica.

Estas cavidades, auriculas e ventriculos, estdo separadas pelo septo auriculo-
ventricular, constituinte do esqueleto fibroso, onde se localizam as valvulas cardiacas,

gue serao abordadas no tdpico seguinte deste documento. [3]

1.1.1. Valvulas Cardiacas

As quatro valvulas cardiacas, como ja foi referido anteriormente, localizam-se no
esqueleto fibroso que separa as cavidades do coracdo (Figura 3). A sua funcdo é
garantir um fluxo sanguineo unidireccional, quer das auriculas para os ventriculos,
qguer dos ventriculos para as artérias pulmonar e aorta.

As valvulas que separam as auriculas dos ventriculos denominam-se valvulas auriculo-
ventriculares. Do lado direito do coragdo encontra-se a valvula tricuspide, constituida
por trés cuspides ou folhetos de forma triangular, de tecido conjuntivo fibroso. Por sua
vez, do lado esquerdo estd a valvula mitral ou bicuspide, constituida apenas por duas
cuspides.

A valvula que separa o ventriculo direito da artéria pulmonar, isto é, que evita o
refluxo sanguineo desta artéria para o ventriculo, é a valvula pulmonar. Finalmente, a
valvula que evita o refluxo sanguineo da artéria aorta para o ventriculo esquerdo
denomina-se valvula adrtica. A estas duas valvulas pode também chamar-se vélvulas

semilunares.
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Valvula pulmonar

Valvula adriica

Vélvula mitral ———

Valvula tricispide

Figura 3: Vista de topo das valvulas cardiacas apds remogao das auriculas e das artérias aorta e pulmonar (a
vermelho, o esqueleto fibroso). (Adaptado de [2])

Os ventriculos sdao também constituidos por musculos papilares, que se ligam as
cuspides por meio das cordas tendinosas (cordas finas e resistentes de tecido
conjuntivo). [3]

A abertura e o fecho destas vélvulas durante o ciclo cardiaco (periodo de contracgdo e
relaxamento do coracdo, que se repete infinitamente) devem-se as diferencas de
pressao que existem entre as auriculas e os ventriculos. Inicialmente, uma vez que o
sangue chega as auriculas vindo de ambas as circulacdes, a pressao nestas é superior a
pressdao nos ventriculos, que se encontram relaxados tal como os musculos papilares,
exercendo baixa tensdo sobre as cordas tendinosas. As valvulas encontram-se abertas,
permitindo ao sangue fluir das auriculas para os ventriculos. Quando a valvula se
encontra fechada, os musculos papilares estdo contraidos, a tensdo nas cordas
tendinosas é superior, o ventriculo encontra-se cheio de sangue, e este por sua vez
empurra as cuspides para dentro da auricula ficando sobrepostas.

Em relacdo as valvulas semilunares, cujas cuspides em forma de bolsa se encontram no
centro das artérias para evitar o refluxo sanguineo, sao empurradas pelo sangue
presente nos ventriculos, forcando-as a abrir. O refluxo ndo acontece porque quando o
sangue se encontra do lado das artérias aorta ou pulmonar, entra nas bolsas das
cuspides, forcando-as a dirigir-se para o centro e assim bloquear a passagem do

sangue. [2] [3]
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Figura 4: Fecho das valvulas cardiacas com sobreposi¢do dos folhetos. Esquematizacdo do gradiente de pressao a
actuar contra a valvula fechada e da forga de atrito lateral provocada pela sobreposigdo dos folhetos. [5]

1.1.2. Doencas valvulares

Por vezes, as pessoas podem apresentar doenca valvular, que se manifesta de diversas
formas, como por exemplo, falta de ar, tosse, inchaco dos tornozelos devido a
insuficiéncia cardiaca, febre, perda de peso, entre outras. [6]

Devido a sua localizacdo no lado esquerdo do coracdo, as valvulas mitral e adrtica sao
as mais afectadas, uma vez que neste lado o volume de sangue que passa pelas
cavidades é muito superior. [7] [8]

O estreitamento de uma valvula, estenose, ocorre quando as cuspides ficam rigidas,
engrossam, ou se fundem umas com as outras, reduzindo o volume de sangue que
consegue passar pela valvula (Figura 5). A medida que o fluxo diminui, o sangue
acumula na auricula, provocando um aumento do esforco do coragdo para fazer passar

pela vdlvula a mesma quantidade de sangue. [6] [7]
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Valvula miral
com estencse

Figura 5: Estenose das valvulas adrtica e mitral, cujo estreitamento as impede de abrir totalmente. [7]

Quando as valvulas ndo fecham completamente, condicdo denominada de
insuficiéncia, parte do fluxo sanguineo reflui, isto é, circula no sentido oposto ao que
deveria.

Em alguns casos, a estenose e a insuficiéncia podem ocorrer ao mesmo tempo. Isto
acontece quando as cuspides encolhem e ficam rigidas, impedindo a valvula de fechar
totalmente, ficando numa posicao fixa. [6] [7]

Nos casos em que a doenca é ligeira ou os riscos da cirurgia sdo muito elevados, os
doentes podem ser tratados medicamente mas, na maioria dos casos, a cirurgia é

necessaria para reparar ou substituir a (s) valvula (s) danificada (s). [6] [5] [9]

1.2.  Valvulas artificiais

As valvulas artificiais, usadas como substitutas das valvulas cardiacas, podem dividir-se
em dois tipos:
e Mecanicas, feitas de material sintético;

e Bioldgicas, feitas de tecido humano ou animal.

1.2.1. Valvulas mecanicas

As vélvulas mecanicas sdo feitas de materiais artificiais tais como o titanio, cobalto,

carbono, Teflon, Dacron, etc.. [10]
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A sua utilizacdo enquanto valvulas cardiacas implica vantagens e desvantagens. A
principal vantagem é a durabilidade, sendo por isso bastante implantadas em jovens,
uma vez que duram o tempo médio de vida do doente. [11]

A desvantagem do uso destas valvulas é a formacao de codgulos devido ao material ser
artificial. A forma de evitar a formacdo destes, é a toma de medicamentos
anticoagulantes por parte dos doentes, o que se torna um obstaculo para doentes
hemofilicos e mulheres em idade fértil (os anticoagulantes causam defeitos de
nascimento no primeiro trimestre do desenvolvimento fetal). [11]

Estas valvulas tém sido desenvolvidas ao longo dos ultimos 50 anos, entre as quais:
ball and cage ou caged-ball, disc and cage ou caged-disc, tilting disc, monoleaflet e
bileaflet. [10]

A primeira valvula cardiaca foi substituida em 1952 pelo Dr. Charles Hufnagel, por uma
valvula totalmente mecanica de nome Hufnagel caged-ball, desencadeando-se assim a
era das valvulas cardiacas artificiais. [12] J& a primeira substituicdo de uma valvula
mitral aconteceu em 1960, quando se comec¢ou a usar clinicamente a valvula Starr-
Edwards. [10] O numero de designs caged ball aumentou subsequentemente, como
por exemplo as préteses Magovern Cromie, DeBakey—Surgitool, Smeloff—Cutter, como
se pode ver na Figura 6. [12] Estas valvulas caged-ball consistem numa pequena bola
de silicone (Silastic®) colocada no interior de uma jaula metdlica constituida por uma
liga de Co-Cr (Stellite®). Os anéis sdo constituidos por uma borracha de silicone
envolvida por uma “malha” de politetrafluoretileno (PTFE-Teflon®) e polipropileno.

[13]
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Figura 6: Valvulas caged ball: (a) Hufnagel-Lucite valve, (b) Starr—Edwards, (c) Smeloff-Cutter, (d) McGovern-
Cronie, (e) DeBakey—Surgitool and (f) Cross—Jones. (Adaptado de [12])

Apesar da durabilidade das vélvulas caged-ball ser reconhecida, o seu design de fecho
central provocava uma obstrucdo que resultava num aumento da pressao ao longo da
valvula provocando um maior stress mecanico nesta. A existéncia da possibilidade de
interferéncia com as estruturas anatdmicas apds a implantacdo da valvula levou ao
desenvolvimento de valvulas low-profile caged-disc, em meados da década de 60, cuja
Unica diferenca para as caged-ball foi a substituicdo da bola central por um disco
achatado. No entanto, também estas valvulas estdo associadas aos problemas
hemodinamicos, uma vez que provocam obstrucdo central, a semelhanga das caged-
ball. [10] [12]

Assim surgiu a necessidade de desenvolver uma valvula cujo disco central causasse
uma menor obstrugdo ao fluxo sanguineo, sendo por isso um disco inclinado. Estas
valvulas denominam-se tilting disc, sendo a primeira da autoria de Bjork-Shiley em
1967. [10] O design destas valvulas é composto por um disco e uma estrutura
mecanica retentora (anel). O disco encerra totalmente o orificio da valvula na posicdo

fechada e inclina-se para um determinado angulo na posicdo aberta. Este pode rodar
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durante a fungdo normal, para prevenir o desgaste provocado pelas componentes da
estrutura retentora numa particular regido do disco. [14]

Inicialmente, este modelo consistia num disco de Delrin® e um anel de Teflon®. Apesar
das boas propriedades mecanicas exibidas pelas resinas de Delrin®, verificou-se que
estas incham quando expostas a ambientes mais humidos, tal como quando em
contacto com o sangue. Assim, este disco foi substituido por outro de carbono
pirolitico, que exibe melhor compatibilidade sanguinea. [13]

Por dultimo, foi desenvolvida a valvula bileaflet, constituida por dois folhetos
semicirculares, presos ao interior do anel por dobradicas. Apesar destas valvulas
diminuirem a obstru¢do sanguinea, permitindo um melhor fluxo do sangue
comparativamente as valvulas anteriores, também elas ndo estdo livres de causar
problemas a saude do doente, tais como o tromboembolismo. [10]

A primeira valvula bileaflet introduzida no mercado surgiu por meio de St. Jude
Medical Inc., em 1978. No caso desta, os folhetos semicirculares sdo constituidos por
carbono pirolitico. [10] [12]

Durante os ultimos cinquenta anos, varios designs de valvulas foram desenvolvidos em
laboratério. Poucos conseguiram ir além das extensivas fases de avaliagdo e atingiram
o uso clinico. Desses escassos sucessos apenas trés variantes sdo usadas clinicamente:

caged-ball, tilting disc e bileaflet. [12]

1.2.2. Valvulas bioldgicas

As valvulas bioldgicas, ou bioprostéticas, sdo, como foi ja referido, constituidas por
tecido biolégico (humano ou animal). [13]

Quando se refere a tecido humano, podem ser designadas por aloenxertos, no caso de
serem transplantadas de outro ser humano. Designam-se por autoenxertos, quando o
transplante ocorre de uma posicao para outra, na mesma pessoa. [10]

As vélvulas de tecido animal, sdo normalmente de origem porcina ou bovina e

denominam-se xenoenxertos. [15]
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Figura 7: Valvulas biolégicas comuns: (a) Hancock- valvula de tecido porcino (cortesia de Medtronic Heart Valves,
Minneapolis,MN); (b) PhotoFix™ a pericardio (cortesia de Sulzer-CarboMedics, Inc., Austin, TX.). (Adaptado de
[13])

Este cruzamento de espécies pode levar a rejeicdo da valvula por parte do sistema
imunitario do doente. Por este motivo, estas membranas s3o tratadas com
glutaraldeido, de forma a matar os restos de células residentes e assim esterilizar o
tecido para implantacdo. [10] [15]

A semelhanca das valvulas mecanicas, também estas tém as suas vantagens e
desvantagens. A principal vantagem é que os doentes ndo necessitam de tomar anti-
coagulantes, uma vez que ndo ocorre formagdao de trombos. Quanto a desvantagens,
as principais sdao a duracdo da valvula, limitada a aproximadamente 10-15 anos, € a
calcificagdo. [10] [13]

As primeiras substituicdes por valvulas biolégicas foram aloenxertos, com as valvulas
provenientes de cadaveres. Devido a baixa durabilidade destas vélvulas, os estudos
progrediram e por volta de 1960 comecaram a ser transplantados os primeiros
xenoenxertos. Este procedimento foi levado a cabo por Carpentier que descobriu a
diminuicdo da biodegradacao das valvulas usando glutaraldeido.

Em 1969, Kaiser et al. descreveram uma valvula substituta que consiste numa valvula
adrtica porcina tratada com glutaraldeido, sobre uma estrutura de suporte metdlica. A
rigida estrutura foi depois substituida por uma mais flexivel e a resultante valvula
tornou-se comercialmente disponivel como valvula de porco xenografica de Hancock,
em 1970. [8] [14]

Uma outra valvula que surgiu é a Carpentier-Edwards Bioprosthesis, introduzida
comercialmente por Edwards Laboratories em 1976, que usa valvulas de tecido de

porco, montadas numa estrutura de suporte totalmente flexivel.

10
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Como alternativa a estas valvulas, todas porcinas, surgiram valvulas baseadas no
pericardio de um bezerro, desenvolvidas por lonescu et al.,.. A valvula original,
xenoenxerto do pericardio, de lonescu-Shiley, comecou a ser comercializada em 1976,
mas a comercializagdo foi interrompida em meados de 1980 devido as falhas
relacionadas com a durabilidade e a calcificacao.

A valvula Carpentier — Edwards pericardial foi introduzida a uso clinico em 1981 e
aprovada para uso comercial nos Estados Unidos em 1991. Esta fornece uma
performance hemodinamica superior com uma maior durabilidade do que as
anteriores valvulas pericardicas.

Mais tarde surgiram as valvulas stentless, isto é, sem estruturas de suporte, com o
intuito de diminuir a obstrucdo do fluxo sanguineo que ocorria nas junc¢des stent-
folheto. Alguns exemplos destas valvulas, ainda existentes no mercado, sao: St. Jude
Medical Toronto SPV, Medtronic Freestyle e Edwards Prima. [8] [13]

Resumidamente na Tabela 1, encontram-se os principais materiais usados no fabrico

das valvulas cardiacas artificiais.

1.2.3. Valvulas Poliméricas

Em relacdo as valvulas cardiacas totalmente sintéticas, poliméricas, varios materiais
foram estudados, entre os quais silicone e borrachas de poliolefinina, que foram
eliminados dada a durabilidade inadequada. Além destes, também foram estudados o
PTFE e o Teflon®, que revelaram alto risco de calcificacdo e trombose. [16]

As poliuretanas tém vindo a ser estudadas desde 1950, tornando-se um dos materiais
sintéticos mais populares devido as suas propriedades, entre as quais a sua
hemocompatibilidade e as suas propriedades mecanicas. Apresentam uma estrutura
constituida por duas fases em que uma é fortemente cristalina e a outra contém
segmentos de elastémero. [17]

Mais recentemente, outros materiais foram estudados, tais como o poli(alcool
vinilico), “Quatromer™” que é uma poliolefina e por ultimo, um nanocompdsito
baseado em nanoparticulas de silsesquioxano oligomérico poliédrico e poli(carbonato

ureia)uretana. [16] [17]

11
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Tabela 1: Principais materiais usados no fabrico de valvulas cardiacas. (Adaptado de [13])

Tipo Componente Biomaterial
Caged ball Bola Silastic.
Jaula metdlica Stellite 21®/Titanium.
Anel Borracha de silicone envolvida numa “malha” de
Teflon®.
Tilting disc Folheto Delrin®; carbono pirolitico; UHMPE (ultra high
molecular polyethylene).
Estrutura Haynes 25®/Titanium.
Anel Teflon®/Dacron®.
Bileaflet Folheto Carbono pirolitico.
Estrutura Carbono pirolitico.
Anel Tecido formado por Dacron® e poliéster.
Porcinas Folhetos Valvula adrtica de porco estabilizada com
glutaraldeido.
Estrutura Estrutura de polietileno revestida com Dacron®; fio
Elgiloy revestido por uma camada porosa de
Teflon®.
Anel Dacron®; borracha de silicone suave revestida com
Teflon®.
Pericardio Folheto Tecido pericardial de porco estabilizado com
glutaraldeido.
Estrutura Estrutura de polietileno revestida com Dacron®; fio
Elgiloy e suporte de Nylon revestido por poliéster e
Teflon®.
Anel Borracha de silicone coberta com PTFE.

12
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1.2.4. Caracteristicas ideais

Para que uma valvula artificial possa corresponder as necessidades, existem algumas
caracteristicas as quais deve obedecer. Sdo estas propriedades que se procuram
desenvolver com o estudo de novos materiais. E importante que a valvula imite as
caracteristicas funcionais do coragao humano.

Idealmente, uma vdlvula polimérica deve combinar a durabilidade de uma valvula
mecanica com a hemocompatibilidade de uma valvula bioldgica, isto é, deve permitir
baixos niveis de hemdlise (destruicdo dos glébulos vermelhos), baixos niveis de
trombose, e tempo de vida de longa duragado (entre 20-30 anos). [5] [17]

Em relacdo ao seu funcionamento, a valvula deve abrir com a minima pressao
transvalvular e o sangue deve fluir sem disturbios. Quanto ao fecho, deve ser eficiente
para que ndo ocorra regurgitacado. [8] [18]

Finalmente, deve evitar a calcificagdo, que consiste na acumulagdao de minerais de
fosfato de célcio ou outros cristais de calcio a superficie. [19]

No que diz respeito a escolha do material, este deve ser biocompativel, de longa-
duracdo, ndo-tdxico, ndo trombogénico, resistente a degradacado e deve ter afinidade
com as células endoteliais. A integridade estrutural da valvula devera manter-se
durante todo o tempo de vida do implante. Para evitar a formacao de trombos, a

superficie do material ndo devera ser rugosa. [8] [17]

1.3. Poliuretanas

As poliuretanas, tal como as poliureias, derivam dos acidos carbdnicos. Podem ser
definidas por um termo antigo, polycarbomate, proveniente do dacido carbdnico
(RNHCO,H).

As poliuretanas podem ser usadas numa grande variedade de produtos, incluindo
fibras, elastdmeros, espumas, revestimentos e adesivos. [20]

Devido as suas propriedades fisicas, quimicas e de degradacao, as poliuretanas sdo um
material com potencial para aplicar em biomateriais, uma vez que ndo induzem

inflamagdo nos tecidos e, nalguns casos, ndo se degradam com os fluidos corporais. E
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um material com elevada compatibilidade sanguinea, ndo-trombogénico e resistente a
degradacdo. [21] [22]

Quimicamente sdo caracterizadas pela presenca de um grupo uretana (Figura 8), que
se repete varias vezes, mas nao necessariamente de forma regular. Para além deste
grupo, existem outros que podem fazer parte da molécula de poliuretana, tais como:
éster, éter, alofanato, ureia, amida, etc.. A capacidade das poliuretanas incorporarem
diferentes grupos funcionais, além das uretanas, é que contribui para a variedade de

caracteristicas que o material apresenta. [23] [24]

Figura 8: Estrutura do grupo uretana. [24]
Como ja foi referido anteriormente, a sua estrutura pode variar entre segmentos
fortemente cristalinos ou segmentos de elastémero. Os primeiros originam polimeros
termofixos (ndo podem ser moldados por aquecimento, sem sofrerem degradacao),
enguanto os segundos originam polimeros termoplasticos, com a capacidade de se

moldarem com a temperatura. [17] [24]

1.3.1. Reacc¢ao de polimerizacao

Existem dois métodos principais de formacdo das poliuretanas: a reaccdo do
biscloroformato (derivado de compostos di-hidréxidos com excesso de fosgénio) com
diamina, e a reacc¢dao dos di-isocianatos com os compostos di-hidréxidos, como por
exemplo os polidis poliéteres ou os polidis poliésteres, com a vantagem de ndo
produzirem produtos derivados, sendo assim mais importante para a vertente
industrial. [20] [23] [24]

Apesar dos principais componentes serem di-isocianatos e polidis, sdo também
necessarios outros componentes, tais como os extensores de cadeia (didis ou

diaminas), para que se forme uma cadeia de poliuretana. [25]
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H
|
R—N=C=0 + R—OH —> R—N—C—O0O—R

isocianato alcool uretana

Figura 9: Reacg¢do de sintese de uma uretana. [24]

1.3.2. Elastollan 1180A50°®

Este trabalho foi realizado com Elastollan 1180A50®, uma poliuretana termoplastica
comercial pré-processada e de base poliéter (TPU). [26]

Os elastdmeros sdo classificados de termoplasticos, quando sdo compostos por
cadeias moleculares lineares e independentes, e sdao geralmente processados por
aquecimento. As poliuretanas termoplasticas sdo resistentes e apresentam boa
compatibilidade com o sangue. Além disso, combinam propriedades como forca,
dureza e médulo elevados com elevado alongamento até a ruptura. S3o estas as
propriedades que justificam o uso destas poliuretanas na d4rea das tecnologias
médicas. As poliuretanas de base poliéter sdo mais estdveis, sendo por isso mais
usadas como biomateriais. [25]

A flexibilidade mecanica, a resisténcia a abrasdo, transparéncia, estabilidade
hidrolitica e a actividade antifungica motivaram a escolha do Elastollan 1180A50°, da
BASF. [26]

Este material é essencialmente formado pela interac¢ao de trés componentes: polidis
(didis de cadeia longa), di-isocianatos e didis de cadeia curta. As poliuretanas lineares
sdao formadas pela reac¢dao dos polidis e dos didis de cadeia curta com os di-
isocianatos. A combinagdo entre os di-isocianatos e os didis de cadeia curta da origem
aos segmentos rigidos da cadeia, enquanto a sua combinagdo com os polidis da origem
aos segmentos flexiveis. Por se tratar de um poliél poliéter, apresenta melhor
resisténcia a hidrdlise, melhor flexibilidade a baixas temperaturas e resisténcia a

degradacdo microbioldgica. [25]
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1.4. Modificacao de superficies

As propriedades de massa, bem como as propriedades de superficie de um biomaterial
controlam a dinamica interfacial entre o tecido e o material implantado.

Os materiais sintéticos tém propriedades de massa e superficie caracteristicas, que
devem ser reconhecidas antes da sua aplicagdo médica. Apesar da escolha do material
geralmente ter em conta as propriedades de massa, as caracteristicas da superficie
tém sido cada vez mais tidas em considerag¢do ultimamente, uma vez que determinam
0 sucesso ou o fracasso do implante. [27] [28]

Considerando a interac¢do entre os biomateriais e as outras substancias, existe, hoje
em dia, uma crescente necessidade de métodos eficientes de modificacdo de
superficies para aplicag6es biomédicas. Uma modificacdo de superficie caracteriza-se
pela alteracdo das caracteristicas da superficie de um material para uma aplicacdo
especifica sem afectar prejudicialmente as propriedades de massa.

Estas modificagbes podem ser usadas afectando uma vasta gama de propriedades:
hidrofilicidade, permeabilidade, bioestabilidade, inércia quimica, adesdo,
biocompatibilidade, topografia, caracteristicas eléctricas, épticas e de fric¢do. [27]

A biocompatibilidade (termo usado para descrever as interac¢des entre um material
sintético e um organismo vivo) destes materiais pode ser melhorada através de
alteragdes da molhabilidade, incorporacdo de grupos funcionais ou revestimento dos
materiais com substancias biocompativeis, como por exemplo proteinas. [29]

As superficies podem ser modificadas por métodos biolégicos ou fisico-quimicos. Os
métodos bioldgicos sdo, por exemplo, a ligacdo a superficie de biomoléculas tais como
proteinas. No entanto, dada a natureza deste trabalho experimental, apenas serao

aprofundados os métodos fisico-quimicos, representados na Figura 10.
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Superficie original

| Superficie coberta

com salvente ou
enxerto de polimero

an aﬂg o : Activagdo de
e® o o propriedades de massa
— Reacgdo quimica

Eiching

Figura 10: Esquema de métodos fisico-quimicos de modificagdao de superficies. (Adaptado de [27])

Geralmente, a modificacdo de superficies insere-se em uma das seguintes categorias:

1) Modificagdo da superficie por etching ou modificagdo quimica;
2) Revestir a superficie com um material de composicao diferente, como, por

exemplo, modificacdo por Plasma ou enxerto de polimeros.

Neste trabalho experimental foram usadas técnicas de modificacdao por radiacao UV,
por Plasma e por ligacdo de grupos amina (NH,), o que se traduz em dois métodos de
modifica¢do fisicos e um quimico, respectivamente. As explica¢des tedricas sobre cada

uma destas técnicas serdo apresentadas nos capitulos 3, 4 e 5.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

Neste capitulo sera apresentada a estratégia experimental do trabalho de uma forma
resumida, uma vez que cada um dos métodos usados sera explicado detalhadamente
nos capitulos subsequentes.

Seguidamente apresentam-se os reagentes usados no decorrer do trabalho
experimental, bem como o método de preparacdo das membranas de Elastollan
1180A50°.

Finalmente, serdo também abordadas neste capitulo as técnicas de caracterizagcdao das

amostras modificadas.

2.1. Estratégia experimental

Como ja foi referido, o objectivo deste trabalho é a aplicacdo da referida poliuretana
termoplastica como vdlvulas cardiacas. Para tal, este material tem que ser

biocompativel, isto é, ndo-hemolitico, ndo-trombogénico, antibacteriano e ndo pode
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induzir morte celular. Portanto, diferentes estratégias foram adoptadas para atingir

estes objectivos. Na figura 11, encontra-se um resumo das estratégias usadas.

-{
Membranas de -
poliuretana

-

=4 Hexametilenodiamina

Figura 11: Esquema da estratégia experimental adoptada para este trabalho.

A primeira estratégia abordada foi a modificacdo superficial da membrana usando
radiacdo ultravioleta (UV), para enxertar os mondmeros metacrilato de 2-hidroxietilo
(HEMA) e acido metacrilico (MAA) com grupos funcionais especificos por forma a
alterar as propriedades do material.

De modo a abordar outras técnicas de modificacdo superficial, as membranas foram
modificadas por Plasma, usando diferentes gases (Oxigénio e Argon). Esta técnica
permitiu a activacdo do material, criacdo de radicais ou grupos reactivos, que facilitam
o enxerto de monémeros (HEMA e MAA).

Foram ainda ligados grupos amina na superficie do material, através da reaccdo com

hexametilenodiamina.
2.2. Reagentes

No decorrer deste trabalho foram utilizados diferentes reagentes, provenientes de
diversos fornecedores. Na tabela abaixo (Tabela 2) sdo apresentados os reagentes
utilizados na sintese e caracterizacdo das membranas ao longo do trabalho

experimental.
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Tabela 2: Reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental.

Pureza/ Massa Molecular/

Reagente Fabricante
Densidade
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-
- Sigma-Aldrich
2-(4-sulphofenyl)-2H-
tetrazolium
Acido
etilenodiaminotetracético - Sigma-Aldrich

(EDTA)

Acido metacrilico (MAA)
Agua Milli-Q

Anfotericina B

Bactérias Escherichia coli (E.
coli) DH5a

Cianeto de potdssio (KCN)
Cloreto de calcio (CaCl,)
Cloreto de potassio (KCI)
Cloreto de sédio (NaCl)
Di-hidrogenofosfato de
potassio (KH,PO,)
Diiodometano (CH,l,)
Dimetilformamida (DMF)
Dulbecco’s modified Eagle’s
médium (DMEM-F12)
Elastollan 1180A50 ®
Estreptomicina

Etilenoglicol

Ferrocianeto de potassio
(KsFe(CN)e)

Fibroblastos humanos
Formaldeido

Formamida

Hexametilenodiamina

99,5%, extra puro

M= 147,02g/mol
99%
99%

99,5%

99%

99,8%

36,5%
99+%
98%

Acros Organics

Sigma-Aldrich

ATCC

Panreac
Riedel-de Haén
Merck
Sigma-Aldrich

M&B Laboratory Chemicals

Aldrich

Fisher Chemical

Sigma-Aldrich

BASF
Sigma-Aldrich
Aldrich

Riedel-de Haén

PromocCell
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Aldrich
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Hidrogenofosfato de sédio di-
hidratado

Irgacure ® 2959

Isopropanol

LB agar

LB Broth

L-glutamina

Metacrilato de 2-hidoxietilo
(HEMA)

MTS (sal)

Penicilina G

Propanol

Resazurina (sal)

Sangue

Solucdo de tampao fosfato
(PBS)

Soro bovino fetal (FBS)
Tripsina

Triton X-100

99,5%

Riedel-de Haén

Ciba Specialty Chemicals Inc.
José Vaz Pereira, S.A.
Pronadise
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Acros Organics

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Eastman Chemicals
Sigma-Aldrich

Probioldgica

Sigma-Aldrich

Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

2.3.  Preparacao das membranas

As membranas foram preparadas por evaporacado de solvente. Os pellets de Elastollan

1180A50® foram dissolvidos numa solugdo de DMF a 10% (m/v). De seguida, a solugdo

foi colocada em caixas de Petri, numa estufa a 60°C durante 24h. Finalmente, as

membranas obtidas foram retiradas das caixas de Petri e lavadas com isopropanol,

durante aproximadamente 10 minutos.
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Figura 12: Membranas de Elastollan 1180A50°.

2.4. Técnicas de caracterizagao

2.4.1. Angulos de Contacto e Energias de Superficie

As superficies que tém afinidade com a agua sdo consideradas hidrofilicas enquanto as
que a repelem s3do denominadas de hidrofébicas. O grau de hidrofilicidade ou
hidrofobicidade pode ser determinado pela medida dos angulos de contacto. [30]

O angulo de contacto é uma medida da capacidade que um liquido tem de se espalhar
numa superficie. Para determinar o valor do angulo de contacto, uma gota de um
liquido é colocada sobre a superficie de uma amostra horizontal, formando-se um
angulo, ©, na interac¢do entre o liquido e o sdélido (Figura 13). A interac¢do entre
ambos pode ser caracterizada pelo angulo de contacto estatico se a gota ndo penetrar
no substrato, ou seja, se a superficie for suave e homogénea. Este angulo corresponde
ao angulo formado entre a linha de base e a linha tangente ao contorno da gota no

ponto de ligacdo das trés fases. [31] [32]

Vapor Yiv
m < 9 o
Ysi Yy
Sélido

Figura 13: Representagdo do angulo de contacto e das tensdes interfaciais. (Adaptado de [31])
Dependendo do valor de 6, o material pode ser classificado de diferentes formas, isto
é:

22



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

=  Se ©6=0, o liquido molha totalmente o sélido, espalhando-se sobre a superficie;
= Se ©<90° o liquido espalha-se sobre o sélido numa area limitada;

= Se ©>90°, o liquido ndo molha a superficie.

Segundo Young, o dngulo de contacto de um liquido resulta de um equilibrio de forcas
entre uma gota em repouso num soélido sob a ac¢do de diferentes forgas,

representadas também na Figura 13. [31]

Do equilibrio dessas forgas surge a Equacao 1:

Ysy = Vsi + YLy COS (1)

onde ysy representa a tensdo superficial entre o sélido e o vapor, ys. representa a
tensdo interfacial entre a gota e o sdlido e y,y a tensdo superficial entre a gota e o
vapor. [31] [33]

As energias de superficie dos sélidos podem ser determinadas por medicdo de angulos
de contacto entre a superficie e liquidos, com tensdes superficiais conhecidas. Neste
trabalho experimental os liquidos usados foram a dgua, a formamida, o etilenoglicol e
o diiodometano.

Existem diferentes métodos para determinar a energia de superficie do material,
dependendo das suas caracteristicas. Neste trabalho foi usado o método de Owens,
Wendt, Rabel e Kaelble (OWRK).

Owens, Wendt, Rabel e Kaelble fizeram a distincdo entre interac¢des dispersivas e
interac¢des polares. A componente polar engloba interac¢des de Coulomb entre
dipolos permanentes e entre dipolos permanentes e induzidos. A interaccdo devida ao
tempo das flutuagdes da distribuicdo de carga dentro das moléculas é chamada
interaccdo dispersiva. [34]

A energia de superficie (ysy) é estabelecida pela soma das contribui¢cbes de ambas as

componentes, representadas nas equacoes abaixo (Equacdo 2).

Ysv = ve + V¥ Yw =vE +v{ (2)
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Nestas equacdes, y:? e y,? representam as componentes dispersivas do sdlido e do
liquido, respectivamente. Por outro lado, y¥ e y[ representam as componentes
polares do sdlido e do liquido, respectivamente.

A energia interfacial pode ser calculada de acordo com Owens, Wendt, Rabel e Kaelble
através das contribui¢des do liquido e do sdlido fazendo a média geométrica. Obtém-

se entdo a Equacao 3:

Vs = Vsyv Vv _2(\/VSDVLD+\/V5FV5) (3)

Substituindo ys. na Equagdo 1, obtém-se entdo a Equacao 4.

Ysv = Vsv +VLV_2(\/V£VLD+\/V§V5)+VLV cos 6 (4)

Esta equacdo pode ser escrita na forma da equagao de uma linha recta:

y =ax +b (5)

_ (1 +cosB) yrv . _ P . _ VLPV — D
onde y=—" —F,a—\/ysv,x— Eeb—*”’sv-
Yrv

Portanto, fazendo um gréfico de y em fungdo de x, calcula-se &, a partir do declive da
. D . . ~ .

recta obtida e yg,; a partir da intersecgao da recta com o eixo dos yy. Para obter estes

resultados, tém que ser calculados os angulos de contacto com pelo menos dois

liquidos distintos. [35]

2.4.2. Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada

(ATR-FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica que permite identificar a
estrutura dos polimeros. Os grupos funcionais apresentam frequéncias de vibracao

especificas, portanto apresentam espectros caracteristicos, o que permite caracterizar
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moléculas a partir desta técnica. As moléculas expostas a radiacdo IV apenas absorvem
a energia nas suas frequéncias caracteristicas. [36] [37]

O espectrometro FTIR é constituido por uma fonte de radiacdo, um interferémetro, um
compartimento de amostra e um detector de IV. [28]

O espectro de infravermelho (interferograma) é obtido depois de um feixe passar num
interferémetro incorporado, e depois pela amostra até chegar ao detector. O sinal
obtido (no dominio do tempo) é depois tratado pela Transformada de Fourier, que é
uma operag¢ao matematica, de forma a obter um espectro no dominio da frequéncia.
Este espectro é uma representacdo da intensidade em funcdo do comprimento de
onda (cm™). [36] [38]

A técnica de FTIR pode ser complementada com o ATR (Attenuated Total Reflectance),
usado para obter espectros IV de boa qualidade de polimeros em forma de filme, folha
plana, liquido ou em solu¢do. Este acessério permite medir as mudancgas que ocorrem
no total da energia interna que é reflectida, quando o feixe IV entra em contacto com
a amostra.

O modo de funcionamento consiste num feixe de IV incidente num cristal com um
determinado angulo de incidéncia. O facto de o cristal ter, obrigatoriamente, alto
indice de refraccdo, permite que o feixe se propague ao longo do cristal, até a
extremidade oposta. O feixe IV a certa altura atinge a superficie da amostra,
penetrando a uma pequena profundidade. A amostra pode absorver alguma da
energia do feixe e portanto, o feixe IV que a atingiu sofre atenuacdo, formando uma
onda evanescente, que se propaga entdo até a extremidade oposta. (Figura 14). [28]

[39]

Amostra em contacto
com a onda de [V

Detector

\ Cristal ATR

" Feixe IV

Figura 14: Funcionamento do ATR. (Adaptado de [39])
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2.4.3. Capacidade de inchaco (Swelling)

O swelling é, por definicdo, o aumento do volume de um material, causado pela
absorcdo de dgua/humidade.

Os materiais, quando em contacto com sistemas bioldgicos, ficam sujeitos a aumento
de volume dada a interface que criam com o meio. [40]

Assim, é possivel avaliar a capacidade de inchago do material através da Equagao 6:

Wh—-Ws
Ws

Capacidade de inchago = x 100 (%) (6)
na qual Wh corresponde ao peso da membrana depois de imersa na solucdao e Ws
corresponde ao seu peso seco.

Para avaliar a capacidade de inchaco das membranas, foram colocados pedagos destas
correspondentes aos varios ensaios na estufa de vacuo a 37°C até atingirem peso
constante. Apds a medicdo do peso seco, esses pedacos de membranas foram
incubados em PBS, dgua destilada (H,0) e meio de cultura (MC). O meio de cultura
usado foi o DMEM-F12, constituido por uma mistura de nutrientes, incluindo sais e
proteinas. Os tempos de incubac¢do avaliados foram 1, 4, 6, 24, 48 e 168 horas, ao fim

dos quais as membranas foram pesadas.

2.4.4. Cultura de células

Nos tecidos vivos, a adesao de células a matriz extracelular (ECM) é feita por meio dos
receptores existentes na superficie das células que se ligam as proteinas de adesdo da
ECM tais como fibronectina, vitronectina, laminina e colagénio. Além da sua funcdo de
suporte, a ECM ajusta os comportamentos celulares, uma vez que fornece diferentes
tipos de factores de crescimento. [41]

Nos ensaios in vitro com biomateriais, 0 mecanismo de funcionamento é o mesmo.
Quando um material é posto em contacto com fluidos corporais ou meios de cultura
de células, o que acontece primeiramente é a adsorcao de proteinas, seguida da

interaccdo com as células através da camada proteica formada. A composicao e
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estrutura desta camada proteica sdo fundamentais para o comportamento celular,
determinando o sucesso ou a falha de um implante. [41]

As propriedades da superficie tais como a energia de superficie, quimica da superficie,
hidrofilicidade ou hidrofobicidade e a sua topografia podem comprometer a
biocompatibilidade de um material, uma vez que tém influéncia no comportamento
das células, tendo por isso que ser consideradas aquando da escolha deste para uma
aplicacdo biomédica. [42] [43]

Varios estudos ja foram efectuados de forma a investigar a relagdo entre a
hidrofilicidade do material e a adesao e proliferacdo celulares. [42]

E sabido que a adesdo celular aumenta quando se diminui o 4ngulo de contacto para
valores perto de 70°. Assim, é nas superficies com angulo de contacto moderado que
ocorre a maior adesao celular. [44]

Muitos dos materiais poliméricos tém baixas energias de superficie e sdo hidrofdbicos
em vez de hidrofilicos, sendo portanto mais dificil a sua interaccdo com grupos polares.
Quando usados como biomateriais, os polimeros hidrofébicos, além da adsor¢do de
proteinas, permitem a deposicdo e proliferacdo de microorganismos (ex: bactérias) na
superficie. A deposicdao de todas estas particulas na superficie é geralmente designada
por biofouling. O biofouling pode ser minimizado através de lavagens periddicas das
membranas com quimicos como a solugdo de hipoclorito de sédio, o que no entanto
pode provocar a degradacdo da membrana. [44] [45]

As bactérias movem-se até a superficie do material por efeito de forgas fisicas
(atracgdo, gravitacionais, entre outras) bem como por efeitos das cargas
electroestaticas da superficie e interac¢des hidrofdbicas. [46]

A semelhanca da adsorc3o de proteinas, a adesdo bacteriana é mais rapida e favoravel
em superficies nao-polares e hidrofébicas. Assim, verifica-se uma relagdao entre o
aumento da hidrofilicidade e o aumento da resisténcia ao biofouling, uma vez que
muitos dos contaminantes sdo hidrofdbicos na natureza. [45]

Em relacdo a topografia da superficie, ja foram efectuados estudos que revelam uma
maior adesdo bacteriana no caso das superficies mais rugosas devido a existéncia de
uma maior area de colonizagao. [46]

Neste trabalho experimental foram realizados testes de adesdo e proliferacao

celulares bem como de actividade antibacteriana das diversas amostras.
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2.4.4.1. Proliferacdo de fibroblastos humanos na

presenca dos materiais

As células (fibroblastos), foram cultivadas em T-flasks de 25cm? com 6mL de DMEM-
F12, suplementado com soro fetal bovino (FBS) inactivado pelo calor (10% v/v) e 1% de
uma solugdo de antibidtico/antimicético.

Depois das células estarem confluentes foram subcultivadas através de uma incubagao
durante 3-5 minutos num meio de 0,18% tipsina (1:250) e 5mM EDTA.
Subsequentemente as células foram centrifugadas e ressuspensas em meio de cultura
e depois cultivadas em T-flasks de 75 cm’.

De seguida, as células foram mantidas em cultura a 37°C numa atmosfera himida com
5% CO,, dentro de uma incubadora.

De forma a avaliar o comportamento das células na presenca das amostras, os
fibroblastos foram cultivados em placas de 96 pocos, com uma densidade de 10x103
células por poco, durante 96 horas.

As amostras foram esterilizadas por radiacdo UV durante 30 minutos, antes de serem

colocadas em contacto com as células. [47] [48]

2.4.4.2. Caracterizacdo do perfil citotoxico das

amostras

As células foram cultivadas na presenca das amostras, numa placa de 96 pocos, com
100 pL de DMEM-F12 seguidas de uma incubac¢do a 37°C numa atmosfera himida com
5% CO,. Depois do periodo de incubacdo (24, 48, 72 e 96 horas) a viabilidade celular foi
avaliada através da reducdao do MTS a formazano soluvel em agua. Resumidamente, o
meio de cada pogo foi removido e substituido por uma mistura de 100 uL de meio de
cultura novo e 20 pL de solugdo MTS/PMS. De seguida as células foram incubadas
durante 4 horas a 37°C numa atmosfera humida com 5% CO,. A absorvancia foi medida
a 492 nm com um leitor de micro-placas. Como controlo negativo (K-) foram usados
pocos com células mas sem amostras e como controlo positivo (K+) foram usados

pocos com células aos quais foi adicionado EtOH (96%). [49] [50] [51]
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2.4.4.3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

A actividade antimicrobiana dos materiais foi examinada usando a E. coli como modelo
de bactérias Gram-negativas, numa placa de 96 pocos. Inicialmente foram colocadas
concentrac¢des conhecidas das amostras na placa de cultura. Depois, foram inoculados
com a bactéria teste, numa concentracao de 5x105 unidade formadora de coldnias
(CFU)/mL, 100 pL de LB Broth e 100 pL de meio de cultura. Como controlo negativo (K-
) foi usada apenas a bactéria e como controlo positivo (K+) foi usado apenas o meio. A

placa foi incubada durante 24 horas a 37°C. [52]

2.4.4.4. Teste da resazurina

A resazurina é um indicador de oxida¢do/reducdo, usado na avaliacdo do crescimento
celular, particularmente em ensaios citotdxicos. E um corante azul, ndo-téxico e n3o-
fluorescente que se torna cor-de-rosa quando é reduzido a resorufina pelas
oxidoreductases das células vidveis. [53]

Apds a incubacdo de 24 horas da placa preparada anteriormente, foram transferidos
100 uL de cada pogo para uma nova placa de 96 pocos, aos quais foram adicionados 20
pL de uma solugao 0,1% resazurina. Para terminar, a placa foi incubada a 37°C durante

diferentes tempos (1-4 horas).

2.4.4.5. Minimal Bactericidal Concentration (MBC)

Neste ensaio, foi colocado um peso conhecido de cada amostra na superficie de uma
caixa de Petri contendo LB agar de forma a avaliar a actividade antimicrobiana. De
seguida a caixa de Petri foi incubada durante 24 horas a 37°C. A avaliagao do efeito
bactericida do material foi determinada com base na observagdo da presenca/auséncia

de coldnias de bactérias junto da amostra. [54]
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2.4.5. Hemocompatibilidade

A hemocompatibilidade pode definir-se como a capacidade de um biomaterial
funcionar em contacto com o sangue sem ocorrerem reacgdes adversas em ambos,
bem como em qualquer érgao ou tecido. A hemdlise, corresponde a lise dos glébulos
vermelhos, o que provoca a libertacdo da hemoglobina para o plasma. [55]

Este estudo tem como aplicagdo final as valvulas cardiacas e para tal, a avaliagdo da
hemocompatibilidade do material usado é crucial. Para isso, foram realizados testes de
hemolise e trombose, de acordo com a norma Internacional (ISO) 10993-4 (1999). [56]

Estes testes foram realizados com sangue de coelho, fornecido pela Probiolégica.
2.4.5.1. Avaliacdao da trombogenicidade

A trombose é um fendmeno natural, ou artificial, que resulta da oclusdo total ou
parcial de um vaso sanguineo, por um trombo ou codgulo sanguineo. A
trombogenicidade é a capacidade do material induzir ou promover a formagado de
trombos. Ao avaliar a trombogenicidade da poliuretana, pretende-se também avaliar a
sua capacidade de calcificacdo, uma vez que, segundo Bernacca et al existe uma
relacdo entre a trombogenicidade e a calcificagdo. [55] [57]

A avaliacdo da formacdo de trombos na superficie do material, Elastollan 1180A50°,
foi elaborada de acordo com o método de Imai e Nose (1972), que avalia o caracter
trombogénico da amostra com base na massa de coagulo formada a superficie desta
apo6s contacto com o sangue.

As membranas foram colocadas (em duplicado) em caixas de Petri, as quais foram
adicionados 250 plL de sangue (de coelho), evitando qualquer contacto entre o sangue
e a caixa de Petri. De forma a iniciar o processo de coagulacdao do sangue, foram
adicionados 25uL de uma solucdo de cloreto de calcio (CaCl2) 0,10 M ao sangue
presente na amostra.

De seguida, as caixas de Petri foram colocadas durante 30 minutos numa estufa a 37°C.
No final deste tempo foram retiradas da estufa e o processo de coagulacao foi parado
pela adicdo de 5 mL de agua Milli-Q aos coagulos formados. Estas solucGes foram

entdo filtradas e os codgulos fixados no papel de filtro com 1 mL de uma solugao 36%
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de formaldeido. O controlo positivo corresponde as mesmas quantidades de sangue e
CaCl, sem amostra, e o negativo corresponde apenas a solugao de CaCl,.

Finalmente, os coagulos em papel de filtro (previamente pesado) foram colocados na
estufa a 372C até peso constante, para serem pesados novamente. [24] [58]

A percentagem de tromobogenicidade é determinada de acordo com a Equacao 7:

Mamostra—Mcontrolo neg x 100 (7)

% trombogenicidade =

Mcontrolo pos—Mcontrolo neg

na qual Mamostra representa o peso do codagulo, Meontrolo neg © CONtrolo negativo e myes 0

controlo positivo.
2.4.5.2. Avaliacao do indice hemolitico

A avaliagdo da percentagem de hemdlise que os materiais provocam no sangue (lise
dos glébulos vermelhos), foi elaborada de acordo com o método da
cianometahemoglobina modificado, referenciado na norma americana ASTM F 756-00.
A percentagem de hemolise é calculada com base na quantidade de hemoglobina (Hb)
que é libertada para o plasma quando o material é posto em contacto, directo ou
indirecto, com uma solucdao de sangue diluido, cuja concentracdo é determinada
inicialmente. De acordo com a referida norma, o sangue, diluido numa solucdo salina
tamponizada (PBS), devera apresentar um valor de concentracdo de Hb de
10mg/mL+img/mL. Além disso, a concentracdo de Hb no plasma do sangue usado

devera ser inferior a 2,0mg/mL. [59]

Determinagéo da curva de calibragéo

Inicialmente, e de forma a poder determinar a concentracdo de Hb no sangue e no
plasma, delineou-se uma curva padrdo, que relaciona a quantidade de hemoglobina
livre com os valores obtidos de absorvancia.

Esta curva foi elaborada com base em diferentes concentragdes de uma solucao de Hb,
preparada a partir da dispersdo de 0,25g de eritroécitos liofilizados em 75mL de solucdo

de PBS. Depois desta solucao ser filtrada foi-lhe retirado 1mL que se adicionou a 5mL
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de solugdo de Drabkin. Foi feita a leitura das absorvancias desta solucdo a 504nm e
540nm de forma a verificar a relagdo 1,59 <As40/Asos <1,63, para que esta possa ser
aceite. Finalmente, a concentracdo de Hb foi determinada por espectrofotometria de

UV-Vis no comprimento de onde de 540 nm, segundo a Equacao 8:

[Hb] = 1,465 X Asao X fq (8/L) (8)

onde Ag,nm é a absorvancia a 540 nm e fd é o factor de diluigado.

A solucdo de PBS foi preparada a partir da dissolucdo de 0,1g de cloreto de potdssio
(KCl), 4g de cloreto de sddio (NaCl), 0,1g de di-hidrogenofosfato de potdssio (KH2PO4)
e 0,715g de hidrogenofosfato de sddio di-hidratado (Na,HPO,.2H,0) em 0,5L de agua
destilada.

Por sua vez, a solu¢cao de Drabkin foi preparada a partir da dissolugdao de 50mg de
cianeto de potassio (KCN), 200mg de di-hidrogenofosfato de potdassio (KH,PO,), 140g
de ferrocianeto de potdssio (K;Fe(CN)s) e ImL de Triton X-100 num litro de &agua

destilada. [24]

Determinag¢do da [Hb] no plasma e no sangue

De forma a determinacdo a [Hb] no plasma, foram centrifugados 5 mL de sangue a
2000 rotagdes por minuto (rpm) durante 15 minutos. Apds a centrifugacao, foi diluido
1mL da parte sobrenadante (plasma) em 1 mL de solucdo de Drabkin e realizada a
leitura da Asgg. Assim, determinou-se a [Hb] partindo da curva padrdo. Como o valor
obtido, 0,395g/L obedece aos parametros estabelecidos, esta amostra de sangue
permitiu prosseguir com os estudos.

Quanto a [Hb] no sangue, diluiram-se 20uL de sangue em 5mL de solu¢do de Drabkin,
seguido da leitura da Ass4o para, através da curva padrdo, se determinar [Hb]. O valor
obtido foi 83,43mg/mL, que ndo corresponde aos parametros necessarios. Portanto, a
solucdo de sangue foi diluida em PBS numa tentativa de acertar o valor. A verificacdao
da [Hb] do sangue diluido foi feita adicionando 400uL desta solugdo em 5mL de
solucdo de Drabkin, seguida da leitura da As4o e respectivo calculo da [Hb]. Obteve-se

finalmente o valor de 9,77mg/mL, permitindo o progresso dos estudos. [24]
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Contacto material/sangue

O grau de hemdlise do material foi avaliado a partir de dois tipos de ensaios: contacto
directo e indirecto. No primeiro, verificam-se as interac¢cdes entre o material e o
sangue, enquanto no segundo verifica-se se a hemdlise é provocada apenas por
substancias libertadas pelo proprio material.

Inicialmente, amostras com uma area superficial de 21cm? foram incubadas em PBS
durante cerca de 12h, a 37°C. No final desse tempo, as amostras foram retiradas da
solucdo de PBS e adicionadas a 7mL da solucdo de sangue diluido, sendo incubadas
durante 3h, a 37°C (contacto directo).

No contacto indirecto, foi a solucdo de PBS, na qual estiveram incubadas as
membranas, que foi posta em contacto com o sangue.

O controlo positivo corresponde ao mesmo volume da solucdo de sangue diluida em
agua destilada (100% de hemdlise), enquanto o controlo negativo corresponde apenas
a solucao de sangue diluida em PBS.

Ap0ds o periodo de incubagdo as amostras foram centrifugadas a 2300 rpm durante 15
minutos. Do sobrenadante de cada tubo de centrifugacdo foi retirado 1mL (trés
réplicas), que se adicionou a 5mL de solu¢do de Drabkin e foi calculada [Hb], pelo
mesmo método referido anteriormente.

Finalmente, a percentagem de hemodlise foi calculada a partir da Equacao 9:

b amostra — b controlo negativo
[HD] t [HD] trol gat % 100 (9)

% Hemolise =

[HD]controlo positivo™ [HD]controlo negativo

onde [Hblomostra representa a concentracdo de hemoglobina presente no
sobrenadante, [Hb] controlo negatvo © [Hblcontrolo positvo S30 as concentragdes de
hemoglobina nos controlos negativos e positivos, respectivamente.

Para classificar os materiais que contactam com o sangue de acordo com a sua
percentagem de hemdlise, existe uma escala hemolitica, como se pode visualizar na

Tabela 3. [24] [56]
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Tabela 3: Classificagdao dos materiais relativamente ao seu indice hemolitico.

indice hemolitico Classificacao
0-2 Ndo hemolitico
2-5 Ligeiramente hemolitico
>5 Hemolitico
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Capitulo 3

Modificagao por Radiacao Ultravioleta (UV)

3.1. Técnica de modificacao

As técnicas de polimerizacdo de enxertos por radiacdo sao muito usadas, ha mais de 50
anos na darea da quimica de polimeros. Na maior parte dos estudos efectuados até ao
momento, as técnicas de modificacdo por radiacdo foram usadas com o intuito de
melhorar a biocompatibilidade do material, que é o principal objectivo deste trabalho.
[60] [61]

Como ja foi referido anteriormente (seccdo 1.4.), o importante é que a modificacdo
efectuada altere a superficie sem alterar as propriedades de massa, e esta técnica de
modificacdo de superficie dos materiais tem precisamente essa capacidade.

O processo de modificacdo de superficies por radiacdo ultravioleta (UV) insere-se
precisamente nessas técnicas de modificacdo por radiacdo. A exposicdo controlada de
uma superficie a lampadas UV pode provocar vdrias modificacbes quimicas na
superficie, como por exemplo etching, deposicdo e polimerizacdo. [62]

A modificacdo por UV, comparada a outros métodos, tem algumas vantagens tais
como a rapidez da reac¢do, o baixo custo do processo, o equipamento simples, a facil

industrializacdo, e a mais importante de todas é que os enxertos estdo limitados a uma
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regido muito superficial apenas. Esta técnica é particularmente utilizada quando as
superficies a modificar ndo contém grupos quimicos reactivos. [44] [61]

Geralmente, e apesar de poder ser usada toda a largura do espectro UV, sdo usados
comprimentos de onda inferiores a 300 nm uma vez que a iniciagdao ocorre de forma
mais favoravel. [61]

O que acontece normalmente é a formacdao de radicais na superficie, seguida da
polimerizacdo de um mondémero, frequentemente na presenca de um fotoiniciador ou
um fotosensibilizador.

A densidade do enxerto pode ser controlada através do tempo de irradiacdo e da
profundidade de penetracdao do mondmero enxertado. [60]

Os fotoiniciadores absorvem a luz UV e convertem-na em energia quimica. E este o
processo que permite a formacdo dos radicais livres que inicializam o processo de
polimerizacdo dos mondmeros. [63]

A escolha do fotoiniciador certo é importante uma vez que sdo 0s passos iniciais que
controlam o tempo da reacgdo. Existem muitos fotoiniciadores e alguns estudos ja
foram efectuados para avaliar a sua biocompatibilidade. Em 2005, Williams et al,
estudaram a biocompatibilidade de trés fotoiniciadores diferentes, entre os quais o
Irgacure®2959, em seis linhas de cultura celular diferentes. Deste estudo concluiram
que o Irgacure® 2959 é o menos citotdxico. [64]

Além disso, o Irgacure® 2959 é muito soluvel em agua. Estas caracteristicas motivaram
a sua escolha como fotoiniciador para este procedimento experimental.

O Irgacure ® 2959 (Figura 16) absorve entdo a luz UV e dissocia-se em dois radicais
primdrios, que reagem com os grupos C=C dos mondmeros que serdo enxertados. [65]

[66]

\ /

HO-CH>- CH2-0 —<C -C-C-OH

Figura 15: Estrutura do Irgacure ® 2959. [67]
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Os mondmeros mais importantes usados na fotopolimerizacdo com radicais livres sdo
os acrilatos, os metacrilatos e os poliésteres insaturados, devido as suas propriedades
antibacterianas e biocompatibilidade. [63]

Os mondmeros escolhidos para este trabalho experimental foram o acido metacrilico
(MAA) e o metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA), devido as suas caracteristicas
biocompativeis.

O MAA (Figura 16) é um 4cido liquido transparente, com um odor desagradavel. E

solivel em agua e reage com agentes oxidantes. [68]

O

CHs

Figura 16: Estrutura do acido metacrilico (MAA). [69]
O HEMA (Figura 17) é um liquido transparente muito usado na preparacao de
polimeros hidrofilicos para aplicagdes biomédicas como por exemplo lentes de
contacto. E um mondémero solivel que, quando usado como co-mondémero pode

controlar a hidrofilicidade do polimero final ou introduzir grupos reactivos. [70] [71]

O

Hzc% o ~CH

CHs

Figura 17: Estrutura do metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA). [72]
Muitos materiais poliméricos tém baixas energias de superficie e sdo geralmente mas
hidrofébicos que hidrofilicos. Uma vez que os grupos hidrofébicos ndo reagem tao
facilmente com superficies polares, é necessario alterar as propriedades de superficie
das membranas. [44]
A ideia é a introducdo de grupos carboxilo e hidroxilo na superficie de forma a
melhorar a sua hidrofilicidade, bem como a biocompatibilidade. [73]

A reaccdo ocorre como esta representado no esquema seguinte (Figura 18):
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2 2 i[*‘O/\ X
S| Mg, E 10% R=R X z

Z| Irgacure 2959 = UV, t (horas) = 0X

= =P =

- = E{ O\—"\ X

Onde X= COOH ou X= COOC2H4+OH

Figura 18: Representac¢do esquematica da modificagdo por radiagdo UV (adaptado de [25]).

3.2. Procedimento experimental

Nesta técnica de modificacdo superficial, as membranas foram irradiadas inicialmente
com luz UV, lampada Mineralight® UVGL-48 a 254nm, na presencga de uma solucdo
aquosa 0,5% de Irgacure ® 2952 durante 30 minutos. De seguida, as membranas foram
retiradas desta solugdo e imersas em solugdes aquosas 10% (m/v) HEMA e de 10%
(m/v) MAA, voltando a ser irradiadas com luz UV do mesmo comprimento de onda
para os tempos 0,25;0,5; 1; 2; 3 e 4 horas. Depois disto, as membranas foram lavadas

com agua destilada durante cerca de 10 minutos e secas a temperatura ambiente.

Figura 19: Técnica UV de modificagao das membranas.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Angulos de Contacto e Energias de Superficie

Inicialmente, este procedimento foi realizado com varios tempos de irradiagdo com o

objectivo de determinar o tempo mais favoravel. A avaliacdo foi feita com base na
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medicdo dos angulos de contacto para cada um dos tempos e para ambos os

mondmeros.

Assim, no grafico seguinte (Grafico 1) estdo representados os resultados obtidos.

90 -

85 I

80 -

75 - —HEMA

lo de contacto (°)

— MAA
70 ~

Angu

60 T T T T
0 1 2 3 4 5
Tempo (horas)

Grafico 1: Angulo de contacto obtido para os diferentes tempos de irradiagio com UV, para os dois monémeros
(HEMA E MAA).

Pela analise do Grafico 1 é possivel verificar que, quer para o HEMA quer para o MAA,
o valor do angulo de contacto mais baixo obtido ocorre com uma irradiagao de 30
minutos. Quanto mais pequeno o dngulo de contacto, mais hidrofilica é a membrana.

E de referir que ao tempo O horas corresponde o valor do angulo de contacto das
membranas sem qualquer modificacdao, com o valor de 86,4+0,7.

Uma vez que usando o HEMA o angulo baixou para 75+0,4 e no caso do MAA baixou
para 74,4+1,3, permite inferir que os 30 minutos de irradiacdo sdo o melhor tempo
conseguido.

Foram realizadas varias medi¢des para cada tempo de irradiagdo, sendo que em anexo
se encontram as tabelas (Anexo A) com a média das medicdes.

Assumindo os 30 minutos como o tempo ideal de irradiacao, os estudos prosseguiram

com as membranas modificadas apenas durante este tempo.

Para avaliar as energias de superficie das membranas, antes e apds a modificacao,

foram medidos os éangulos de contacto com quatro liquidos distintos: 3agua,
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formamida, diiodometano e etilenoglicol. Entdo, de acordo com o método de Owens-
Wendt-Rabel-Kaelble foram determinadas a energia de superficie bem como as

componentes polar e dispersiva. Os resultados obtidos sdo apresentados no Grafico 2.

H Componente polar Componente dispersiva
45 -
40 - I
35 - I I
.30 +
E 25 -
2
£ 30,57
=20 1 33,43 30,70
15 -
10 -~
5 J#
O .
Ndo mod. UV_HEMA UV_MAA

Grafico 2: Energia de superficie representada pelas componentes polar e dispersiva, quer para as membranas ndo
modificadas, quer para as modificadas por UV.

Podemos entdo observar, a partir do Grafico 2, que a energia de superficie aumenta
para ambas as modificacdes em relacdo as membranas ndao modificadas, embora este
aumento seja pequeno. Da mesma forma ha um aumento da componente polar. Estes
resultados correspondem ao expectdvel uma vez que foram introduzidos grupos
funcionais (OH e COOH) na superficie a partir do enxerto do mondémero, o que sugere

também o sucesso da reacc¢do de enxerto.

3.3.2. Hidrofilicidade ao longo do tempo

A hidrofilicidade ao longo do tempo foi avaliada pelas medi¢cdes dos angulos de
contacto durante os tempos 1, 2,7 e 15 dias, com as membranas expostas ao ar.

No Grafico 3, estdo representadas as evolucdes dos angulos de contacto para a
membrana ndo modificada, para a enxertada com HEMA e para a enxertada com MAA,

activadas por UV. Em relacdo a membrana ndao modificada, o angulo mantém-se
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aproximadamente constante, sendo que no tempo 0 tem um valor de 86,5+0,4 e ao
final de duas semanas (15 dias) tem um valor de 91,6+1,7.

Para as duas modificacdes (UV_HEMA e UV_MAA) verifica-se um aumento do angulo
de contacto ao logo do tempo até estabilizar. No caso do UV_HEMA, o angulo inicial
tem o valor de 73,940,9, que ao final de 7 dias aumenta para 92,6+1,6, estabilizando.
Quanto ao UV_MAA, o angulo no inicio é de 71,2+0,5 e cresce até aos 7 dias para
90,3+3,1 estabilizando também. Isto indica que as membranas estdo a recuperar a sua
hidrofibicidade. Isto pode ser explicado pela contaminagdao das membranas por
estarem em contacto com o ar ou por rearranjos que possam ocorrer na superficie,

que podem reduzir os sitios activos da superficie provocados pela modificacdo,

resultando num aumento do angulo. [25]
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Grafico 3: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas com UV e ndo-modificadas,
expostas ao ar.

Como ndo se pretende que as membranas recuperem a hidrofobicidade, a
hidrofilicidade ao longo do tempo foi também testada incubando as membranas em
diferentes meios, com o objectivo de avaliar a influéncia destes na recuperacdo da
hidrofobicidade. Foram usados PBS, dgua destilada (H,0) e meio de cultura (MC), para

os tempos de incubacdo 4, 6, 24 horas, e 7, 15 dias. O meio de cultura usado foi o

DMEM-F12.
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Grafico 4: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas ndo modificadas, incubadas em PBS, H20 e
meio de cultura (MC).

O Grafico 4 refere-se as membranas ndo modificadas incubadas nos diversos meios.
Pode observar-se que os angulos sdo superiores para a incubacdo em 3agua (H,0),
seguida da incubacdo em PBS e finalmente a incuba¢cdo em meio de cultura (MC).

Para a incubacdo em H,0, o angulo mantém-se aproximadamente constante. Ao final
de 4 horas hd um pequeno aumento, mas o angulo volta a diminuir nas 24 horas. O
angulo inicial tem o valor de 83,1£3,7 e o0 angulo final de 81,114,5.

O comportamento dos angulos de contacto em PBS é ligeiramente diferente. Ocorre
uma diminui¢dao ao longo do tempo, embora ndao muito significativa, apesar de um
ligeiro aumento ao final de 6 horas. O angulo inicial é de 82,2+1,0 e o final 70,7+3,7.

No que se relaciona com o meio de cultura, verifica-se uma diminuic¢ao significativa do
angulo ao final de 4 horas. O angulo passa de 83,3+1,8 para 58,4+2,0 e ao final dos 15
dias tem o valor de 52,4+2,9. A constituicdo do meio de cultura, sais e proteinas pode
ser a causa dos angulos das membranas incubadas neste meio serem inferiores. Os
grupos amina e carboxilicos associados as proteinas podem ligar-se as membranas,
tornando os angulos de contacto mais baixos.

Os Graficos 5 e 6 apresentam os resultados relativos as membranas modificadas com

UV_HEMA e UV_MAA, respectivamente, nos diferentes meios de incubacdo. Para
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ambas as modificacoes, verifica-se que os angulos das membranas incubadas em PBS e
H,0 sdo préximos, e que os angulos da incuba¢do no MC sado inferiores.

No caso do UV_HEMA em PBS, apds um pequeno aumento do angulo nas 4 horas, o
angulo diminui nos tempos seguintes, atingindo valores préximos do inicial. O valor
inicial é 84+2,9 e o final 89,242,5. Para a incubacdo em H,O os angulos de contacto
mantém-se aproximadamente constantes ao longo do tempo, ndo se verificando
recuperacdo da hidrofobicidade. Finalmente, para a incubacdo em MC, hd uma
diminui¢do do angulo de 85,2+0,2 para 51,8+5,8 ao final de 4 horas. Deste tempo até

aos 15 dias, o angulo mantém-se em valores aproximadamente constantes.

Os comportamentos dos angulos de contacto das membranas UV_MAA incubadas em
PBS e H,0 sdo semelhantes. Existe um ligeiro aumento ao final de 4 horas, no entanto
o angulo retorna para valores préximos do inicial. Ja as membranas incubadas em MC
atingem um valor minimo ao final de 4 horas (30,5%3,6). No entanto o angulo comeca
a aumentar sendo ao final de 15 dias 47,6+1,7.

Tal como foi referido anteriormente, a diminuicdo dos angulos de contacto das
membranas incubadas em meio de cultura pode dever-se ao facto deste ser
constituido por proteinas com grupos carboxilicos e amina que levam a diminuicdo do

angulo de contacto.
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Grafico 5: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas por UV_HEMA, incubadas em

PBS, H20 e meio de cultura (MC).
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Grafico 6: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas por UV_MAA, incubadas em

PBS, H20 e meio de cultura (MC).
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Apds 15 dias de incubacgdo, pode entdo verificar-se que os dngulos mais baixos sdo os
das membranas incubadas em meio de cultura, sendo muito préximos entre todas elas
(ndo modificadas, UV_HEMA e UV_MAA).

3.3.3. Avaliacao da capacidade de inchaco (Swelling)

A capacidade de inchago das membranas foi avaliada em trés solugdes distintas: PBS,
agua destilada (H,0) e meio de cultura (MC). Portanto, as membranas foram incubadas
nestas solucdes, durante os tempos 1, 4, 6, 24, 48 e 168 horas e o seu peso foi medido
para cada tempo.

Os resultados para a capacidade de inchaco em cada um dos meios, calculada a partir

da Equacdo 6, sec¢do 2.4.3., sdo apresentados nos Graficos 7, 8 e 9.

2 7 PBS
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Grafico 7: Capacidade de inchago das membranas ndao-modificadas e modificadas por UV, incubadas em PBS ao
longo do tempo.
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Grafico 8: Capacidade de inchago das membranas ndo-modificadas e modificadas por UV, incubadas em H20 ao
longo do tempo.
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Grafico 9: Capacidade de inchago das membranas nao-modificadas e modificadas por UV, incubadas em MC ao
longo do tempo.

As membranas, depois de enxertadas com os mondmeros reduzem a sua capacidade
de inchaco em relacdo as membranas ndo modificadas, em geral. A excepcdo da
incubacdo no meio de cultura, as membranas UV_MAA incham menos que as
UV_HEMA, que por sua vez incham menos que as membranas ndo modificadas. No
entanto, é importante referir que para todas as membranas, a percentagem de
inchaco é inferior a 2%, o que reflecte uma capacidade de inchaco muito reduzida por
parte das membranas. Uma vez que as modificacbes sdo apenas superficiais, o

expectdvel era que realmente nao existissem grandes aumentos de massa.
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3.3.4. Cultura de células

Os estudos da adesdo celular foram elaborados com fibroblastos humanos. A adesado e
proliferagdo celulares foram avaliadas através de um microscopio dptico invertido.
Como se pode verificar pela Figura 20, as células aderiram e proliferaram na presenca
dos materiais, bem como no controlo negativo. Ao final de 24 horas observou-se
filopodium das células (finos elongamentos citoplasmaticos, relacionados quer com a
mobilidade celular quer com a adesdo das células a um substrato), o que indica que as
células estdo aderidas ao material, estdo expandidas e se difundiram ao longo das
amostras, permitindo concluir que estas tém as caracteristicas morfolégicas e quimicas

desejaveis. [74] [75]

24h 48h 72h 96h

UV_MAA

UV_HEMA

N3ao mod.1

K

K+

N3o mod.2

Figura 20: Fotografias microscopicas das células (fibroblastos humanos) na preseng¢a dos materiais modificados
com UV, dos ndo modificados e dos controlos positivo (K*) e negativo (K'), para 24, 48, 72 e 96 horas de
incubagao.
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O teste MTS foi entdo realizado com o objectivo de caracterizar a resposta fisiologica
dos fibroblastos na presenca das amostras. Na Figura 21, pode observar-se que quer
para a modificacdo UV_HEMA quer para a UV_MAA, as células apresentam maior
viabilidade que no controlo positivo. Além disso, apresentam uma viabilidade
semelhante ao controlo negativo. Portanto, nenhuma destas amostras afecta a

integridade nem a viabilidade das células.
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Figura 21: Actividade celular apds 24, 48, 72 e 96 horas em contacto com os diferentes materiais e controlos
positivo (K*) e negativo (K).

A actividade antibacteriana das amostras foi avaliada a partir do MIC, que é definido
como a concentragdao minima do material que inibe o crescimento de um organismo.
Foi avaliada a turbidez apds 24 horas de incubagao a 37°C.

Através da Figura 22, pode verificar-se que as amostras modificadas com UV_MAA e
UV_HEMA apresentam um efeito antibacteriano ao contrario das membranas nao
modificadas. Os pogos estdo realcados com um circulo e apresentam auséncia de
turbidez, o que permite retirar esta conclusao.
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Figura 22: Imagem da placa usada para a determinag¢do do MIC dos materiais modificados e ndo-modificados. O
peso do material diminui ao longo da linha.

De forma a confirmar estes resultados, foi realizado o teste da resazurina, apresentado

na Figura 23.

( Peso do biomaterial

Hexametilenodiamina

UV_MAA K
UV_HEMA
Plasma_MAA
K+

Plasma_HEMA

Ndomod. 1

Ndo mod. 2

Figura 23: Imagem da placa usada para a determinagdo do MIC dos materiais modificados e ndo-modificados, a
partir do teste da resazurina. O peso do material diminui ao longo da linha.

Através da mudanga de cor dos pogos, confirma-se o efeito antibacteriano para as

membranas modificadas com UV_MAA e UV_HEMA. Pode também verificar-se que o
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crescimento das bactérias diminui com o aumento do peso do material, uma vez que
aumentando o peso do polimero, os pogos ficam mais cor-de-rosa.

Finalmente, foi realizado o teste MBC, caracterizado pela concentracdo minima de
amostra necessaria para provocar a morte das bactérias apds 24 horas de incubacao.
Observando a Figura 24, verifica-se uma area de inibicdo do crescimento das bactérias
para ambas as modificacdes (UV_HEMA e UV_MAA), o que esta de acordo com os

testes anteriores.

Figura 24: Imagem da placa de agar para determinag¢do da MBC dos materiais.

3.3.5. Hemocompatibilidade

3.3.5.1. Avaliagao da trombogenicidade

A avaliacdo da trombogenicidade foi efectuada através do peso dos codgulos formados
na superficie das membranas quando em contacto com o sangue, durante 30 minutos.
O vidro foi usado como controlo positivo, uma vez que é um material muito
trombogénico e o indice de trombogenicidade foi determinado de acordo com a

Equacao 7, secgao 2.4.5.1.

50



Capitulo 3 — Modificacdo por UV

35 +

30 -

15 -

10 -+

Massa do coagulo (mg)

Positivo Ndo mod. UV_HEMA UV_MAA

Grafico 10: Representagao grafica dos valores médios dos coagulos formados apds 30 minutos de contacto do
sangue com as membranas ndao modificadas e modificadas por UV, bem como do controlo positivo.

Tabela 4: Valores obtidos para a percentagem de trombose dos materiais ndo modificados e dos modificados por
UV, bem como do controlo positivo.

Membrana % Trombogenicidade
Positivo 100
N3o modificada 89,59
UV_HEMA 84,01
UV_MAA 75,46

Ao final de 30 minutos, as préprias membranas ndo modificadas sdo trombogénicas.
Apds o enxerto dos mondmeros (UV_HEMA E UV_MAA) o indice de trombogenicidade
diminui apesar das membranas serem igualmente consideradas trombogénicas (Tabela
4). Da analise do Grafico 10, verifica-se que o codgulo como menor massa formado
corresponde as membranas enxertadas com MAA, consequentemente com menor

percentagem de trombogenicidade.
3.3.5.2. Avaliagao do indice hemolitico

A avaliagdo do indice hemolitico foi elaborada com base no método da
cianometahemoglobina modificado. Este teste mede a capacidade de um material
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provocar a ruptura dos eritrécitos quando em contacto com o sangue. Foram
elaborados os testes por contacto directo e indirecto e o indice foi calculado com base
na Equacao 9, e classificados com base na Tabela 3, sec¢do 2.4.5.2.

O controlo positivo corresponde ao sangue diluido em 4gua, mas com a mesma
concentracdo de hemoglobina (Hb), enquanto o controlo negativo corresponde ao

sangue diluido em PBS sem amostra. (ver sec¢do 2.4.5.2).

9

M Directo

Indirecto

Indice hemolitico (%)

N3o mod. UV_HEMA UV_MAA

Grafico 11: Representagdo grafica do indice hemolitico das membranas ndo modificadas e das modificadas por
UV, para os controlos directo e indirecto.

Da analise do Grafico 11, facilmente se conclui que o material no seu estado nao-
modificado ndo é hemolitico para qualquer dos contactos, sendo o seu indice
aproximadamente 0.

Pode também verificar-se que as membranas enxertadas com MAA s3o mais
hemoliticas do que as enxertadas com HEMA.

Para o caso do HEMA, a solucdo de incubacdo prévia (PBS) ndo apresenta qualquer
capacidade de hemdlise. Apesar do ligeiro aumento para o controlo directo, o valor do
indice hemolitico encontra-se abaixo de 2, e portanto as membranas sdo nao
hemoliticas.

Em relacdo ao MAA, verifica-se uma grande diferenca entre os contactos directo e
indirecto, de forma a que o contacto directo é considerado ndo hemolitico e o

indirecto hemolitico. Isto pode dever-se a dois factos: ou as membranas ndo se
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encontravam bem lavadas e continham excesso de mondmero a superficie, ou o
mondmero nao foi bem enxertado, o que levou a sua libertagdo para o meio de PBS

guando a amostra foi incubada.

3.4. Conclusao

As membranas de Elastollan 1180A50°® foram modificadas com radiacdo UV, seguida
do enxerto de dois mondmeros distintos: HEMA e MAA.

A determinacdo dos angulos de contacto permitiu concluir que de facto a membrana
se torna mais hidrofilica quando modificada, com ambos os mondmeros, uma vez que
ha uma diminuicdo do angulo de contacto. O angulo é inferior quando as membranas
sao enxertadas com MAA. Além disso, 0 aumento da componente polar da membrana
é também superior para esta modificagdo. No entanto, as membranas apresentam
uma recuperacdo da hidrofobicidade ao longo do tempo. Do controlo da
hidrofilicidade das membranas incubadas nos diferentes meios, pode concluir-se que o
melhor meio para as incubar é o meio de cultura (DMEM-F12), uma vez que permite
manter os angulos de contacto da membrana mais baixos, mantendo-a mais
hidrofilica, o que se relaciona com uma melhor biocompatibilidade.

De acrescentar também que a capacidade de inchaco das membranas é muito
reduzida (< 2%).Portanto, esta TPU ndo tem tendéncia a inchar na presenca de fluidos.
Quando os fibroblastos foram colocados em contacto com as membranas, aderiram e
proliferaram.

Os testes microbiolégicos demonstraram que tanto as membranas enxertadas com
HEMA como as enxertadas com MAA possuem actividade antibacteriana, nao
permitindo o crescimento das bactérias. Todas estas sdo caracteristicas desejaveis para
a aplicacdo da poliuretana enquanto valvula cardiaca.

Finalmente, a partir da avaliacido da hemocompatibilidade, concluiu-se que as
membranas enxertadas com HEMA s3o trombogénicas, mas nao-hemoliticas, quer
para o controlo directo quer para o indirecto. As membranas enxertadas com MAA,
apresentam elevado indice de trombogenicidade. Sdo consideradas nao-hemoliticas,
guando avaliadas por contacto directo, no entanto sdao hemoliticas para o contacto

indirecto. A causa desta disparidade tanto pode ser por excesso de mondmero a
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superficie como mondmero mal enxertado. A aplicacdo destas membranas enquanto
vdlvulas cardiacas estd excluida devido ao seu indice de trombogenicidade. O mesmo

acontece para as membranas modificadas com UV e enxertadas com HEMA.
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Capitulo 4

Modificacao com hexametilenodiamina

4.1. Técnica de modificacao

Os métodos quimicos de modificacdo de superficies podem dividir-se em modificacdo
por enxerto de polimeros, nas Self Assembled Monolayers (SAM’s) e enxerto de
biomoléculas. Nestas técnicas, a amostra é exposta a accdo de reagentes liquidos,
formando grupos reaccionais a superficie. [62] [76]

No caso do enxerto de polimeros, os grupos reaccionais podem ser formados por
juncdo directa de moléculas poliméricas que contém grupos funcionais ou por
polimerizacdo de enxerto de mondmeros.

Existem diversos factores que influenciam as propriedades da camada enxertada, tais
como o peso molecular do polimero, a extensao da cadeia ramificada, a densidade dos
grupos funcionais e a solubilidade do polimero. [62]

As SAM’s sao faceis de fabricar, podem conter diferentes grupos funcionais e sdo uma
forma simples de tornar uma superficie funcional. Tém sido bastante estudadas como
modelo para estudos sobre adesado celular e adsorcdo de proteinas. [62]

O revestimento de superficies com moléculas biologicamente activas de forma a gerar

uma resposta especifica no ambiente bioldgico é uma area de grande interesse. Uma
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vasta gama de biomoléculas incluindo proteinas, peptideos, polissacarideos, lipidos e
oligonucleétidos foram imobilizadas em superficies com o propdsito de extrair
respostas bioldgicas, previsiveis e controladas. Na area dos biomateriais foi de
particular interesse a incorporacao de sequéncias peptidicas (por exemplo RGD) para
promover a adesao celular. [62]

Nesta parte do trabalho experimental foi reproduzida uma técnica que permite a
introdugdo de grupos amina (NH;) livres na superficie da membrana. Para isso, a
membrana foi aminolizada com hexametilenodiamina, que é um material organico

com grupos amina nas extremidades, de cardcter hidrofilico (Figura 25). [77]

HaN
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Figura 25: Estrutura quimica da hexametilenodiamina.

O objectivo desta modificacdo superficial é, tal como das outras realizadas, o aumento

da biocompatibilidade das membranas de poliuretana.

4.2. Procedimento experimental

As membranas de Elastollan 1180A50 ® foram lavadas com agua desionizada e secas a
baixa pressdo durante 24 horas, até atingirem peso constante. Depois, foram imersas
numa solucdo de hexametilenodiamina/propanol 0,1g/mL durante 24 e 48 horas a
37°C (Figura 26). Apds este tempo de incubacdo, as membranas foram novamente

lavadas com agua desionizada e secas como anteriormente.
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Figura 26: Incubacdo das membranas na solucdo de hametilenodiamina/propanol.
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4.3, Resultados e Discussao

4.3.1. Angulos de Contacto e Energias de Superficie

ApOds a realizagdo do procedimento experimental, a hidrofilicidade da membrana foi
avaliada com base na determinacdo dos angulos de contacto. Como se pode observar
no Grafico 12, o angulo de contacto diminui ao final de 24 horas para um valor de
36,7+3,6. Ao final das 48 horas o angulo ja é superior, com um valor de 66,4+3,2. De
referir que ao tempo 0 corresponde o valor do angulo de contacto da membrana sem
gualquer modificacdao, com o valor de 86,4 +0,7.

Com esta técnica pretendia-se a ligacdo de grupos NH,, que conferem um cardcter
mais hidrofilico a membrana. Este aumento do valor do angulo de contacto ao final de
48 horas pode dever-se a ligacdo dos grupos amina entre eles, deixando uma maior
quantidade de superficie livre.

Como o valor mais baixo do angulo de contacto se obteve para as 24 horas, o resto dos

estudos prosseguiu com as membranas modificadas durante este tempo.

100 +

60 -

40 -

lo de contacto (°)

——Amina
20 -

Angu

O T 1
0 24 48
Tempo (horas)

Grafico 12: Resultados obtidos para os angulos de contacto das membranas modificadas com
hexametilenodiamina apés 24 e 48 horas.
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Grafico 13: Representacdo grafica das Energias de Superficie (componentes polar e dispersiva) para as
membranas ndo modificadas e modificadas com hexametilenodiamina.

Pela andlise do Grafico 13, verifica-se um aumento da energia de superficie bem como
da componente polar, quando a membrana é modificada com hexametilenodiamina.
Este aumento sugere que os grupos amina (NH,) se ligaram efectivamente a superficie.

O seu caracter hidrofilico justifica este aumento da componente polar.

4.3.2. Hidrofilicidade ao longo do tempo

A hidrofilicidade destas membranas ao longo do tempo foi também avaliada através
da determinacdo dos angulos de contacto. Para isso, as membranas foram incubadas
em agua (H,0), PBS e meio de cultura (MC). Inicialmente, as membranas
apresentavam angulos aproximados de 0. No entanto, logo apds 4 horas de incubacao
o angulo de contacto aumenta consideravelmente. Por questdes relacionadas com a
escala, o grafico 14 comeca apenas nas 4 horas. Assim, o angulo aumenta de
aproximadamente 0 para 71,5+1,6 no caso do PBS, 71,8+1,1 para a H,0 e 44,9+1,7
para o MC. Os grupos NH, ndo se deveriam encontrar bem ligados, libertando-se para
o0 meio quando as membranas foram incubadas, o que justifica o aumento do angulo.
A partir das 4 horas de incubacdo os angulos mantiveram-se aproximadamente
constantes, sendo que os das membranas imersas em meio de cultura sdo os mais
baixos. Tal como ja foi referido no capitulo anterior, é a composicao do meio de
cultura (proteinas com grupos amina e carboxilicos) que pode justificar o facto de

neste meio os angulos serem mais baixos.
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Grafico 14: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas com hexametilenodiamina,
incubadas em PBS, H20 e meio de cultura (MC).

4.3.3. Avaliacao por ATR-FTIR

A modificacdo quimica da poliuretana através da incubagao em hexametilenodiamina
teve como objectivo a introducao de grupos NH; na superficie, tal como ja foi referido.
Assim, foi feita uma avaliacao através do ATR-FTIR de forma a verificar se os grupos
NH, teriam sido ligados as membranas com sucesso.

Esta técnica de espectroscopia de infravermelhos permite a identificacdo de grupos
guimicos num determinado composto, uma vez que as ligagdes quimicas vibram em
valores de frequéncia caracteristicos.

No Grafico 15, é apresentado o espectro ATR-FTIR da poliuretana nao modificada, da
hexametilenodiamina e da poliuretana modificada com hexametilenodiamina.

Uma vez que a banda de absorvancia dos grupos N-H se situa entre os 3500 e os 3300
cm?, a escala foi redimensionada, resultando no Gréfico 16. De facto, pela observacdo
do Gréfico 16, verifica-se que na zona dos 3300 cm™, existe um pico para a
hexametilenodiamina. Consequentemente, a membrana de poliuretana modificada,
apresenta uma alteracdo nesta zona em relacdo a superficie ndo modificada, o que é

um indicativo da ligacdo dos grupos NH, a superficie.
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Grafico 15: Espectro de ATR-FTIR obtido para as membranas ndo-modificadas, para as modificadas com
hexametilenodiamina e para a hexametilenodiamina.
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Grafico 16: Espectro de ATR-FTIR redimensionado obtido para as membranas ndo-modificadas, para as
modificadas com hexametilenodiamina e para a hexametilenodiamina.

4.3.4. Avaliacao da capacidade de inchaco (Swelling)

A capacidade de inchaco das membranas foi avaliada em trés solug¢des distintas: PBS,

agua destilada (H,O) e meio de cultura (MC). Portanto, as membranas foram incubadas
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nestas solucdes, durante os tempos 1, 4, 6, 24, 48 e 168 horas e o seu peso foi medido

para cada tempo.
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Grafico 17: Capacidade de inchago das membranas modificadas com hexametilenodiamina, incubadas nos trés
meios (H20, PBS e MC).

No Grafico 17 sdo apresentados os resultados da capacidade de inchaco das
membranas modificadas com hexametilenodiamina, quando incubadas nas diferentes
solucdes. A capacidade de inchaco é mais baixa no PBS, seguida da H,0 e finalmente
do MC. Ao final de uma semana (168 horas), a capacidade de inchaco das membranas
incubadas em PBS e H,0 é negativa, o que sugere a libertacdo total do mondémero para
o meio de incubacao.

Excluindo a incubacdao em meio de cultura, a capacidade de inchago destas membranas
é sempre inferior a 1%, o que ndo é consideravel.

Comparando com as membranas ndo modificadas (Graficos 7, 8, 9, seccdo 3.2.3.)
verifica-se que estas membranas modificadas com hexametilenodiamina tém uma
capacidade de inchaco inferior. Considerando que a modificacao é apenas superficial,

os resultados obtidos estdo de acordo com o expectdvel.

4.3.5. Cultura de células

Através da Figura 27, verifica-se a adesdo e proliferacdo celulares na presenca do
material modificado a partir do enxerto com hexametilenodiamina, bem como no

controlo negativo e nas membranas ndo modificadas.
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A partir da Figura 22 (sec¢do 3.2.4., capitulo 3),que apresenta os resultados para o
teste MTS, verifica-se também que estas membranas apresentam viabilidade celular
semelhante ao controlo negativo (K) e superiores ao controlo positivo (K*), ndo

afectando a integridade das células.

24h 48h

Hexametileno-

N3ao mod.1 diamina

Ngo mod. 2

Figura 27: Fotografias microscopicas das células (fibroblastos humanos) na presenga dos materiais modificados
com hexametilenodiamina, dos ndo modificados e dos controlos positivo (K+) e negativo (K-), para 24, 48, 72 e 96
horas de incubagao.

Os testes de actividade antibacteriana realizados (MIC, o teste da resazurina e o MBC)
sdo apresentados nas Figuras 21, 22 e 23, na secc¢do 3.2.3. do capitulo 3.

O teste MIC (Figura 21), revelou que estas membranas ndo apresentam actividade
antibacteriana, uma vez que os po¢os que lhes correspondem apresentam turbidez.
Estes resultados sdo comprovados pelo teste da resazurina (Figura 22), uma vez que
nao se verifica qualquer alteragao de cor, tal como nas membranas nao modificadas.
No teste MBC (Figura 23), ndo se consegue observar a area de inibi¢do do crescimento

antibacteriano, o que esta concordante com os testes anteriores.
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4.3.6. Hemocompatibilidade

4.3.6.1. Avaliacdao da trombogenicidade

A avaliagdo da trombogenicidade foi efectuada através do peso dos codgulos formados
na superficie das membranas quando em contacto com o sangue, durante 30 minutos.
O vidro foi usado como controlo positivo, uma vez que é um material muito
trombogénico e o indice de trombogenicidade foi determinado de acordo com a

Equacgao 7, secgao 2.4.5.1.
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Grafico 18: Representagdo grafica dos valores médios dos coagulos formados apds 30 minutos de contacto do
sangue com as membranas nao modificadas e modificadas por UV, bem como do controlo positivo.

Tabela 5: Valores obtidos para a percentagem de trombose dos materiais ndo modificados e dos modificados com
hexametilenodiamina, bem como do controlo positivo.

Membrana % Trombogenicidade
Positivo 100
N3o modificada 89,59
Hexametilenodiamina 36,25

Apds a ligacdo dos grupos amina, o indice de trombogenicidade da amostra diminui

consideravelmente, como se pode verificar na Tabela 5. A massa do coagulo formada é

63



Capitulo 4 — Modificacdo com hexametilenodiamina

de apenas 13,05 mg enquanto a massa do coagulo da membrana ndo modificada é de

27,4 mg (Grafico 18).

4.3.6.2. Avaliacao do indice hemolitico

A avaliagdo do indice hemolitico foi elaborada com base no método da
cianometahemoglobina modificado. Este teste mede a capacidade de um material
provocar a ruptura dos eritrécitos quando em contacto com o sangue. Foram
elaborados os testes por contacto directo e indirecto e o indice foi calculado com base
na Equacdo 9, e classificados com base na Tabela 3, sec¢do 2.4.5.2.

O controlo positivo corresponde ao sangue diluido em 34gua, mas com a mesma
concentracdo de hemoglobina (Hb), enquanto o controlo negativo corresponde ao

sangue diluido em PBS sem amostra. (ver sec¢do 2.4.5.2).
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Grafico 19: Representagao grafica do indice hemolitico das membranas nao modificadas e das modificadas por
UV, para os controlos directo e indirecto.

No Grafico 19 observa-se que as membranas ndo modificadas apresentam um indice
hemolitico de 0,02% no caso do contacto directo e 0% no caso do contacto indirecto.
Quando se ligam os grupos amina verifica-se um grande aumento deste indice para

ambos os contactos. No caso do contacto directo as amostras apresentam um indice
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de 5,36 % e no caso do contacto indirecto apresentam um indice de 6,87%. Assim, as
membranas sao consideradas hemoliticas, contrariando o desejavel. Como o contacto
indirecto apresenta um valor superior, pode significar que os excessos de mondmero

foram libertados na solu¢do de incubagdo (PBS).

4.4. Conclusao

As membranas de poliuretana foram modificadas quimicamente com
hexametilenodiamina de forma a ligar grupos amina (NH;) na superficie.

A analise efectuada pelos angulos de contacto e energias de superficie demonstra uma
diminuigao significativa do angulo de contacto, bem como um aumento da energia de
superficie e da componente polar. A andlise ATR-FTIR permite confirmar a presenca
dos grupos na superficie do material.

No entanto, quando as membranas foram incubadas em diferentes solugdes (dgua
destilada, PBS e meio de cultura) para avaliar quer a hidrofilicidade ao longo do tempo
quer a capacidade de inchago, verificou-se um aumento significativo dos angulos de
contacto. Isto permite concluir que os grupos ndo estariam bem ligados a superficie,
ou entdo ligados por ligagcdes muito fracas e faceis de quebrar. Além disso, os grupos
amina também poderiam estar em excesso na superficie. Isto porque, o aumento
acentuado do dngulo de contacto ao final de 4 horas para as membranas incubadas,
permite concluir que os grupos amina se libertaram para os respectivos meios.
Quando avaliado o contacto destas membranas com fibroblastos humanos, verificou-
se que estas membranas permitem a adesdo e a proliferacdao celulares. Além disso,
também foi possivel concluir que estas membranas nao tém um efeito antibacteriano,
sendo esta uma caracteristica indesejavel.

Para finalizar, da avaliacdo da hemocompatibilidade, concluiu-se que estas membranas
sdo muito menos trombogénicas que as membranas ndo modificadas, o que é um
resultado positivo. Por outro lado, as membranas demostraram ser hemoliticas, quer
por contacto directo quer por indirecto. Como o indice de hemdlise é superior no

contacto indirecto, pode concluir-se que foram libertados grupos amina para o PBS, ou

65



Capitulo 4 — Modificacdo com hexametilenodiamina

por estarem em excesso ou por estarem mal ligados, o que estd de acordo com os

resultados anteriores.
Deste modo, talvez alterando o processo de lavagem das membranas apds a incubacdo

em hexametilenodiamina, se consigam melhores resultados para esta modificacao.
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Capitulo 5

Modificacao por Plasma

5.1. Técnica de modificacao

O Plasma é uma mistura de electrées, particulas carregadas positiva e negativamente,
atomos neutros e moléculas, portanto, um gas ionizado. E considerado um estado da
matéria, e como é necessaria mais energia para o activar, comparativamente aos
estados sélido, liquido e gasoso, é frequentemente denominado de quarto estado da
matéria. [78]

A medida que a temperatura aumenta, as moléculas vdo-se tornando mais energéticas

e vdao mudando de estado, como estd representado na Figura 28.

Solido Liquido Gasoso Plasma

Energia S

Figura 28: Esquema representativo dos estados da matéria.
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O Plasma existe quer na natureza quer no laboratério. O sol, os ventos solares e os
relampagos sdo exemplos de plasmas naturais. E uma técnica amiga do ambiente e
facil de implementar. Além disso, permite a partida uma esterilizacdo do material,
importante para aplicagGes biomédicas. [79] [80] [46]

A escolha de um polimero para diferentes aplicacdes biomédicas depende das suas
propriedades de superficie. Esta tecnologia é muito utilizada para alterar essas
propriedades dos polimeros sem alterar as suas propriedades de massa. Por exemplo,
com o Plasma podem alterar-se propriedades como a estrutura quimica, a rugosidade,
a condutividade e a hidrofobicidade de acordo com a aplicacdo pretendida.

A molhabilidade, a oxidacdo da superficie bem como o crescimento e adesdo celulares
podem ser melhorados com este tratamento. Assim pode ser melhorada a
biocompatibilidade do material bem como as suas propriedades de adesdo. O Plasma é
também utilizado para limpar as superficies de contaminagdo organica, modificacao
guimica da superficie, cross-linking e micro-etching. [43] [80]

Inicialmente, para atingir o estado de Plasma, a energia para a ioniza¢dao dos 4tomos e
moléculas é obtida a partir de uma fonte externa. A energia pode ser gerada por
campos eléctricos, magnéticos, combustdo ou reac¢bes nucleares.

Uma vez que este estado ndo se mantém a pressdao atmosférica, além da fonte de
energia sao necessarios um sistema de vacuo para manter o estado de Plasma e uma
camara onde ocorre a reac¢do. Assim, o Plasma tem energia suficiente para quebrar as
ligacGes covalentes do polimero exposto. [43] [78]

As diferentes espécies do Plasma podem interagir com as superficies de variadas

formas, resumindo-se a:

e Activacao: gera radicais livres a superficie. A energia do Plasma quebra ligacdes

dos atomos da superficie, tornando possivel a ligacdo destes a outras

moléculas.
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Figura 29: Esquema representativo do processo de activagao. [81]

e FEtching: remogdao quimica ou fisica de partes da superficie. Os atomos,
moléculas e ides que entram em contacto com a superficie podem remover

parte desta, aumentando a area da superficie.

mascara amasira L2 T
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i

L
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Figura 30: Esquema representativo do processo de Etching. [81]

e Deposicdo: consiste na deposicdo de uma camada fina na superficie. Esta

camada surge apos a reac¢do de moléculas livres com a fase Plasma.

L o | .: / .n' | ;
amostra . ‘,_' e camada depositada
\ S R T \
. e o (R [P SEP———— i
Antes do tratamento Durante o tratamento Apos o tratamento

Figura 31: Esquema representativo do processo de deposigdo. [81]
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e Enxerto: ocorre a inser¢do de grupos quimicos na superficie. Quando se

enxertam grupos polares, o processo aumenta a adesdo da superficie. [76]

Os dois primeiros podem agrupar-se na categoria da modificacdo superficial por
Plasma e assim consideram-se trés categorias: modificacdo superficial por Plasma,

deposicdo ou polimerizacdo por Plasma e enxerto por Plasma. [43]

5.1.1. Modificacao da superficie por Plasma

Quando o Plasma entra em contacto com a superficie, produz modificacdes quimicas
ou fisicas, produzindo sitios activos ou mudancas nas ligacGes e pesos moleculares.
Esta activacdo da superficie ocorre na presenca de gases como o Oxigénio (O,), Azoto
(N,), Amdnia (NHs) (reactivos) e gases inertes tais como o Argon (Ar) e o Hélio (He).

Os gases inertes modificam a superficie através da rugosidade, cross-linking, ou da
cisdo e ramificacdo das cadeias. Os gases reactivos, além das modificacdes
semelhantes as dos gases inertes, introduzem grupos funcionais na superficie. [29] [82]
Gases como o0 O, e o N, permitem a formacdo de grupos hidroxilo, carboxilo, carbonilo,

amino e amido na superficie do polimero. [78]

5.1.2. Modificacdo por deposicao/polimerizacdo

Através deste processo é produzida uma camada fina a superficie com caracteristicas
guimicas e fisicas préprias.

Este processo ocorre na presenca de gases organicos. Os radicais formados iniciam o
processo de polimerizacdo e 0 mondmero estd normalmente misturado com o gas. A

medida que o peso molecular do polimero aumenta, este deposita-se na amostra. [25]

5.1.3. Modificacdo por enxerto

Este método de modificacdo por plasma pode dividir-se em dois pontos diferentes que

sdo a incorporacdo de grupos funcionais e a formacdo de grupos reactivos. Os radicais
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livres sdo formados usando um gas inerte seguindo-se a introducdao de um mondmero

na camara de reacgao, permitindo a reac¢do deste com os radicais livres. [43]

Nesta parte do trabalho experimental, o objectivo foi avaliar a influéncia dos gases Ar
e O, na hidrofilicidade das membranas de Elastollan 1180A50°.

O resultado final da modificagdo depende de parametros tais como a poténcia da
fonte, o tempo do tratamento, a pressdo do gas bem como do préprio gas, que foram

apropriadamente testados. [83]

5.2. Procedimento experimental

Apds as membranas estarem preparadas (secc¢ao 2.3.), foram modificadas por Plasma,
usando um aparelho FEMTO da Diener Electronics.
Foram testados dois gases diferentes (Argon e Oxigénio), a pressdo na camara (de 0,4

até 2mbar) e o tempo de irradiacdo (de 0,5 a 4 minutos) para uma pressao de 100W.

Figura 32: Imagem da técnica de modificacdo das membranas por Plasma.

5.3. Resultados e Discussao

O processo de obtencdo dos melhores parametros foi um processo moroso, uma vez
gue foram muitas as combinacdes de parametros a ser testadas. Além disso, diferentes
membranas foram testadas para cada parametro. Esta avaliagdo recorreu apenas a
caracterizacdo pela técnica dos angulos de contacto de forma a encontrar os valores

mais baixos.
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Grafico 20: Valores dos angulos de contacto obtidos para a modificagdo por Plasma com Oxigénio a pressdo
contante ao longo do tempo.

O Gréfico 20 apresenta os angulos de contacto determinados para cada pressao,
variando apenas o tempo de modificacdo, uma vez que a poténcia da camara se
manteve sempre nos 100 W, para o Oxigénio. Ao tempo O corresponde o valor do
angulo de contacto da membrana nao modificada com um valor de 86,4 £ 0,7. Verifica-
se que existe uma clara diferenca entre a pressao de 0,4 mbar e todas as outras. As
medi¢Oes para esta pressao mostraram-se muito irregulares, sendo que nem foi
possivel obter resultados para os tempos 0,5 e 1 minuto pois a gota espalhava-se
totalmente na superficie. Observando o Grafico 20 verifica-se também que o angulo de
contacto decresce para todas as pressoes. A partir de 1 minuto, os valores ndo sofrem
alteragdes significativas, com a excepc¢ao da pressao 0,4 mbar que demonstra uma
recuperacdo do angulo. Em geral, pressdes mais altas na camara correspondem a
angulos de contacto superiores.

O Grafico 21 apresenta as variacdes dos angulos de contacto, quando as membranas
sdo modificadas com Argon, para diferentes tempo e pressdo. A poténcia na cdmara
manteve-se constante.

A excepcdo das pressdes 1 e 2 mbar, o angulo de contacto diminui ao final de 0,5

minutos. O menor angulo obtido ocorre para a pressdo de 0,6 mbar aos 3 minutos, e

72



Capitulo 5 — Modificacdo por Plasma

tem o valor 23,6+1,4. Ao tempo 0, corresponde o valor do angulo de contacto das
membranas ndo modificadas (86,410,7).
Verifica-se também que com um aumento da pressdo na camara, aumenta o valor do

angulo de contacto, embora existam algumas variagées.
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Grafico 21: Valores dos angulos de contacto obtidos para a modificagdo por Plasma com Argon a pressdo
contante ao longo do tempo.

De forma a poder comparar a performance dos dois gases, e considerando a pesquisa
bibliografica de estudos ja efectuados, escolheu-se o tempo 3 minutos e a pressao 0,6
mbar, que s3o os melhores pardmetros obtidos quando se usa o gas Argon. Analisando
os graficos 22 e 23, verifica-se que o valor mais baixo obtido corresponde a
modificacdo com Oxigénio para o tempo 3 minutos e pressao 0,4 mbar, com o valor
12,5+1,9. No caso do Argon, o valor mais baixo acontece nos 3 minutos e pressdo 0,6
mbar (23,6+1,4). Assim, a hidrofilicidade foi aumentada em ambos os casos. Os dois
gases podem alterar a superficie de forma diferente. No caso do Oxigénio, induz-se a
formacdo de grupos C=0, OH e OOH na superficie. J4 o Argon apenas provoca a
activacdo da superficie através da formacdo de radicais. Quando a superficie activada

reage com o Oxigénio presente no ar, formam-se grupos OH na superficie. [25]
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Graéfico 22: Valores dos angulos de contacto obtidos para as modificagdes com os dois gases (Oxigénio e Argon),
para o tempo constante de 3 minutos e pressao variavel.
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Grafico 23: Valores dos angulos de contacto obtidos para as modificagdes com os dois gases (Oxigénio e Argon),
para pressdo constante de 0,6 mbar e tempo variavel.

No Anexo B encontra-se uma tabela com os resultados médios determinados de todas

estas medicoes.
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5.4. Conclusao

A superficie do Elastollan 1180A50® foi modificada por Plasma. Para os dois gases
usados, houve uma diminui¢cdo dos angulos de contacto, o que consequentemente
provoca um aumento da hidrofilicidade. Os dangulos de contacto mais baixos foram
obtidos para o Oxigénio, 0,4 mbar e 3 minutos. No entanto, considerando as ja
referidas dificuldades na determinac¢do dos angulos de contacto para as modifica¢des
com Oxigénio bem como a sua irregularidade, escolheu-se modificar as superficies com
o gas Argon. Assim, tendo em conta o menor valor obtido para a modificacio com este
gas, definiram-se como parametros ideais para prosseguir os estudos, os seguintes:

e Poténcia: 100W;

e Gas: Argon;

e Pressdo: 0,6 mbar;

e Tempo: 3 minutos.
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Capitulo 6

Modificacdo por Plasma com enxerto de

HEMA e MAA

6.1. Técnica de modificacao

A semelhanca do capitulo anterior, as membranas de Elastollan 1180A50® foram
modificadas por Plasma. No entanto, neste caso, apds a modificagao por Plasma, que
permitiu a criacdo de radicais a superficie, foram enxertados dois mondédmeros
diferentes: acido metacrilico (MAA) e metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA), uma vez
gue contém diferentes grupos funcionais, de forma a manter as propriedades da
modificacdo durante mais tempo.

Nesta parte do trabalho experimental, apenas se consideraram as membranas
modificadas com o gas Argon, durante 3 minutos e pressdo de 0,6 mbar, uma vez que
foram os melhores parametros encontrados anteriormente. Neste caso, a quebra das
ligacGes duplas dos mondmeros é provocada pela temperatura, permitindo o inicio da

reaccdo de enxerto. Assim, a reac¢do ocorre da forma esquematizada na Figura 33.
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Figura 33: Representac¢do esquematica da modificagdo por Plasma (Adaptada de [25]).

6.2. Procedimento experimental

As membranas foram inicialmente modificadas por Plasma. Foi utilizado o Argon como
gas, durante 3 minutos a pressao de 0,6 mbar e poténcia de 100W.

De seguida, as membranas foram removidas da camara de Plasma, expostas ao ar e
foram imersas em soluces 10% (m/v) de HEMA e MAA a uma temperatura de 60°C
durante diferentes tempos (0,5; 1; 2; 4; 8 e 24 horas). Finalmente, as membranas

foram lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente.

6.3. Resultados e Discussao

6.3.1. Angulos de Contacto e Energias de Superficie

No Grafico 24 sdo apresentados os valores dos angulos de contacto para os diferentes
tempos avaliados. Portanto, para o caso do HEMA, o menor valor obtido foi 60,8+1,7,
ao final de uma hora. Em relacdo ao MAA, obteve-se passadas 8h o menor valor que é
68,4+2,0. Estes resultados sugerem que para este mondmero é necessario mais tempo
para que ocorra a reticulacdo. Ao tempo 0O, corresponde o valor dos angulos das
membranas ndo modificadas (86,410,7).

Deste modo, as restantes técnicas de caracterizacdo foram apenas realizadas para as

duas modificagdes elaboradas nestes tempos.
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Grafico 24: Angulo de contacto obtido para os diferentes tempos de enxerto, para os dois monémeros (HEMA e
MAA) ap6s a activagdo por Plasma.

As energias de superficie das membranas modificadas foram calculadas a partir dos
angulos de contacto determinados com os liquidos: d4gua, formamida, diiodometano e
etilenoglicol. O método aplicado para a sua determinacdo foi o OWRK.

Ao analisar o Grafico 25, verifica-se um aumento das energias de superficie, bem como
da componente polar para ambas as modificacdes. Este aumento deve-se a introducao
de grupos funcionais na superficie (COOH e OH). Pode também verificar-se que o

aumento é mais acentuado no caso do enxerto com o mondémero HEMA.
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Grafico 25: Energia de superficie representada pelas componentes polar e dispersiva, quer para as membranas
nao modificadas, quer para as modificadas por Plasma.
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6.3.2. Hidrofilicidade ao longo do tempo

O comportamento dos angulos de contacto das membranas ao longo do tempo foi
avaliado com o objectivo de verificar se as membranas recuperam a sua
hidrofobicidade. Inicialmente, os angulos foram determinados ao final dos tempos 1,
2, 7 e 15 dias, com as membranas expostas ao ar.

Depois, foi também avaliada a evolugdo do angulo de contacto destas membranas
quando incubadas nos meios PBS, agua destilada (H,0) e meio de cultura (MC) durante
os tempos 4, 6, 24 horas e 7, 15 dias.

Para a membrana ndo modificada, quando exposta ao ar, o angulo mantém-se sempre
em valores muito préximos ao longo do tempo, como ja foi referido na seccdo 3.2.2.
do capitulo 3.

Além destas membranas, o grafico 26 também apresenta os resultados das

membranas modificadas com Plasma_HEMA e Plasma_MAA, expostas ao ar.
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Grafico 26: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas por Plasma e n3o-
modificadas, expostas ao ar.

Para ambas as modificacdes (Plasma_HEMA e Plasma_MAA) verifica-se um aumento
do angulo de contacto ao logo do tempo. No caso do Plasma_HEMA, o angulo inicial
tem o valor de 59,5+1,6. Apesar do decréscimo minimo nos dois dias (58,5+0,9), o
angulo vai aumentando ligeiramente até atingir o valor de 65,7+1,1 ao fim de 15 dias.

Quanto ao Plasma_MAA, o angulo no inicio é de 69,3+1,9, aumentando logo ao final
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de um dia para 75,4+1,0. A partir dai, o valor do dngulo mantém-se aproximadamente
constante, atingindo o valor de 79+1,6 ao final dos 15 dias. Verifica-se entdao uma
ligeira recuperagao da hidrofobicidade das membranas. Possivelmente, esta
recuperagdo deve-se aos contaminantes do ar que reagem com a superficie ou a

rearranjos dos grupos desta.

Os graficos 27 e 28 apresentam os resultados relativos as membranas modificadas com
Plasma_HEMA e Plasma_MAA, respectivamente, nos diferentes meios de incubagao.
Para o Plasma_HEMA, os angulos sdo mais baixos quando as membranas sdo
incubadas em MC, seguido da H,0 e finalmente do PBS. Para os trés meios, o angulo
decresce logo ao final de 4 horas para 67,6+2,7 no caso do PBS, 67,3+2,7 paraa H,0 e
62,3+2,9 para o meio de cultura, mantendo-se aproximadamente constante ao longo
do tempo a partir dai, apesar de existir uma ligeira diminuicdo. Apenas na incubacao
com PBS ocorre um aumento do angulo ao final de 7 dias.

Para as membranas modificadas por Plasma_MAA, embora os angulos mais baixos
sejam obtidos com a incubacdo em MC, o comportamento das membranas incubadas
nos outros dois meios (PBS e H,0) é diferente das membranas modificadas por
Plasma_HEMA.

Quando incubadas em MC, o angulo decresce de 70,1+2,5 para 40,315 logo ao final de
4 horas, mantendo-se depois aproximadamente constante ao longo do tempo. Para a
incubacdo em H,0, o angulo de contacto diminui, atingindo o minimo ao final de um
dia (57£2,2). No entanto, comeca a recuperar lentamente até ter o valor de 64,0+2,7
ao final de 15 dias, tornando-se superior ao PBS. Finalmente, para a incubacdo em PBS,
ha uma diminuicdo do angulo de contacto logo ao final de 4h para 57,4%2,5,
aumentando ao final de um dia para 63,8+3,0, mantendo-se aproximadamente
constante até aos 15 dias.

Mais uma vez, os angulos de contacto sdo mais baixos quando as membranas estdo
incubadas no meio de cultura, o que sugere que a sua constituicao influencia estes
resultados. As proteinas que o constituem possuem grupos amina e carboxilicos que

podem interagir com a superficie tornando-a mais hidrofilica.

80



Capitulo 6 — Modificacdo por Plasma com enxerto de HEMA e MAA
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Grafico 27: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas com Plasma_HEMA,
incubadas em PBS, H20 e meio de cultura (MC).
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Grafico 28: Angulo de contacto ao longo do tempo para as membranas modificadas com Plasma_MAA, incubadas
em PBS, H20 e meio de cultura (MC).
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6.3.3. Avaliacao da capacidade de inchaco (Swelling)

A capacidade de inchago das membranas foi avaliada em trés solugbes distintas: PBS,
agua destilada (H,0) e meio de cultura (MC). Portanto, as membranas foram incubadas
nestas solugdes, durante os tempos 1, 4, 6, 24, 48 e 168 horas e o seu peso foi medido
para cada tempo.

Nos graficos 29 e 30 sdo apresentados os resultados da capacidade de inchago das
membranas modificadas por Plasma, seguido do enxerto de HEMA e MAA, quando
incubadas nas diferentes solugdes, respectivamente.

Quando se enxerta HEMA nas membranas, estas incham, embora pouco, em todas as
solucdes, até ao tempo de 6 horas. A capacidade de inchaco é superior para o PBS,
seguida do meio de cultura e finalmente da agua destilada. Ao fim de 24 horas, a
capacidade de inchaco é negativa, o que se pode dever a libertacdo do mondmero
enxertado para os meios de incubagao.

Quando se enxerta MAA, ocorre exactamente o mesmo no que se refere a capacidades
de inchago positivas até 6 horas e negativas a partir de 24 horas. Neste caso, o0 meio
gue permite um maior inchago das membranas é o meio de cultura.

No entanto, para ambos os casos, a capacidade de inchagco destas membranas é
sempre inferior a 1%, o que nao é significativo. Este resultado é expectavel uma vez
gue a modificacdo é apenas superficial.

Comparando com as membranas ndao modificadas (graficos 7, 8, 9, sec¢do 3.2.3.)

verifica-se que estas membranas tém uma capacidade de inchaco inferior.
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Grafico 29: Capacidade de inchago das membranas modificadas por Plasma_HEMA, incubadas nos trés meios

(H20, PBS e MC).
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Grafico 30: Capacidade de inchago das membranas modificadas por Plasma_MAA, incubadas nos trés meios

6.3

A.

(H20, PBS e MC).

Cultura de células

Os estudos de adesdo e proliferacdo celular foram realizados in vitro com fibroblastos

humanos. A avaliacdo destes parametros foi feita através de imagens de microscépio

Optico invertido e através do teste MTS.

A Figura 34 apresenta os resultados das membranas modificadas com Plasma seguida

do enxerto de HEMA e MAA, bem como das membranas ndo modificadas e dos

controlos positivo e negativo. Pode observar-se entdo que as células aderiram e
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proliferaram em contacto com ambos os materiais modificados, tal como nos nado-

modificados e no controlo negativo.

24h 48h 72h 96h

Ndo mod. 2

N3do mod. 1 Plasma HEMA Plasma_MAA

Figura 34: Fotografias microscopicas das células (fibroblastos humanos) na presenga dos materiais modificados
por Plasma, dos ndo modificados e dos controlos positivo (K+) e negativo (K-), para 24, 48, 72 e 96 horas de
incubagao.

Através do teste MTS (figura 23, capitulo 3) verificou-se que as membranas
modificadas com Plasma_MAA afectam a viabilidade celular, ao contrario das
modificadas com Plasma_HEMA.

Quanto a avaliagdo do efeito antibacteriano destas amostras, os resultados podem ser
consultados nas Figuras 21, 22 e 23 da secc¢do 3.2.4. do capitulo 3.

A Figura 21, apresenta os resultados correspondentes ao teste MIC, que através da
turbidez dos pogos permite avaliar quais as amostras com efeito antibacteriano. Os

pocos que nao apresentam turbidez, o que corresponde ao efeito antibacteriano da
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amostra, estdo rodeados com um circulo. Assim, pode verificar-se que ambas as
modificagées (Plasma_HEMA e Plasma_MAA) apresentam efeito antibacteriano, ao
contrdrio das membranas ndo modificadas. Os resultados deste teste podem ser
confirmados com o teste da resazurina (Figura 22), no qual os pogos com amostras
modificadas por Plasma_HEMA e Plasma_MAA apresentam mudanca de cor, a medida
que o peso do biomaterial (amostra) aumenta, o que leva a diminui¢do do crescimento
bacteriano.

Finalmente, na Figura 23 podem observar-se os resultados correspondentes ao teste
MBC. Verificam-se areas definidas de inibicdo do crescimento das bactérias, sendo que

as membranas Plasma_MAA apresentam o maior efeito antibacteriano.

6.3.5. Hemocompatibilidade

6.3.5.1. Avaliacdao da trombogenicidade

A avaliacdo da trombogenicidade foi efectuada através do peso dos codgulos formados
na superficie das membranas quando em contacto com o sangue, durante 30 minutos.
O vidro foi usado como controlo positivo, uma vez que é um material muito
trombogénico e o indice de trombogenicidade foi determinado de acordo com a

Equacao 7, secgao 2.4.5.1.

= N N w
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Massa do coagulo (mg)
=
o

Positivo N3do mod. Plasma_HEMA Plasma_MAA

Grafico 31: Representagao grafica dos valores médios dos coagulos formados apds 30 minutos de contacto do
sangue com as membranas ndo modificadas e modificadas por Plasma, bem como do controlo positivo.
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Tabela 6: Classificagdo dos materiais relativamente ao seu indice hemolitico.

Membrana % Trombogenicidade
Positivo 100
Nao modificada 89,59
Plasma_HEMA 19,33
Plasma_MAA 93,49

Apdbs o enxerto dos mondmeros o indice de trombogenicidade diminui, no caso do
HEMA, mas aumenta no caso do MAA (Tabela 6). As membranas modificadas por
Plasma_HEMA s3o entdo as menos trombogénicas. Da analise do Grafico 31, verifica-
se que o coagulo como menor massa formado corresponde as membranas enxertadas

com HEMA, dai menor percentagem de trombogenicidade.
6.3.5.2. Avaliacdo do indice hemolitico

A avaliagdo do indice hemolitico foi elaborada com base no método da
cianometahemoglobina modificado. Este teste mede a capacidade de um material
provocar a ruptura dos eritrécitos quando em contacto com o sangue. Foram
elaborados os testes por contacto directo e indirecto e o indice foi calculado com base
na equacao 9, e classificados com base na tabela 3,sec¢do 2.4.5.2.

O controlo positivo corresponde ao sangue diluido em agua, mas com a mesma
concentracdo de hemoglobina (Hb), enquanto o controlo negativo corresponde ao

sangue diluido em PBS sem amostra. (ver sec¢cdo 2.4.5.2).
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Grafico 32: Representacao grafica do indice hemolitico das membranas ndo modificadas e das modificadas por
Plasma, para os controlos directo e indirecto.

Observando o Grafico 32, verifica-se que para o enxerto com HEMA, as membranas
apresentam uma percentagem de indice hemolitico inferior a 2 (0,21 para o contacto
directo e 0,08 para o indirecto), sendo por isso consideradas ndo-hemoliticas.

Em relacdo ao enxerto com MAA, ha um aumento brutal em relacdo as membranas
ndaomodificadas, para ambos os contactos. O indice hemolitico é 21,23% para o
contacto directo e 6,39% para o indirecto, portanto, as membranas sdo classificadas

como hemoliticas.

6.4. Conclusao

As membranas de poliuretana foram modificadas por Plasma, seguido do enxerto dos
mondémeros HEMA e MAA.

A determinacdo dos angulos de contacto demonstrou que estes diminuiram para as
membranas modificadas em relagdao as ndao-modificadas, sendo menores no caso do
enxerto do HEMA. Este é, portanto, um método eficiente para reduzir a
hidrofobicidade das membranas. A avaliacdo das energias de superficie confirma um
aumento superior da componente polar para as membranas modificadas com este
monomero. No entanto, como esta componente aumenta com os dois monémeros,

esta avaliacdo sugere que a técnica de modificacao foi eficaz.
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A avaliacdo da hidrofilicidade ao longo do tempo demonstrou que em ambos 0s casos
ha uma recuperagdo dos angulos de contacto com o passar do tempo, quando as
membranas estdo em contacto com o ar. O meio de incubagdo mais eficaz para manter
a hidrofilicidade da membrana é o meio de cultura, uma vez que quando este é usado
os angulos de contacto se mantém em valores mais baixos.

A capacidade de inchago apresenta valores negativos ao final de 24 horas, para ambas
as modificacoes. Estes resultados devem-se, possivelmente, a total libertacdo do
mondmero nos meios de incubac¢do. No entanto, como os valores obtidos sdo muito
baixos (< 1%), ndo sdo significativos.

Os testes de adesdo e proliferacao celulares demonstraram que as células aderiram em
ambas as membranas modificadas, no entanto as membranas enxertadas com MAA
apresentam uma viabilidade celular ao fim de 4 dias inferior a 70%, valor abaixo do
qual os materiais sdo considerados tdxicos. Pelo contrario, as membranas modificadas
com MAA apresentam um maior efeito antibacteriano comparativamente com as
modificadas com HEMA.

Em relacdo a hemocompatibilidade, as membranas enxertadas com HEMA mostraram-
se ndo trombogénicas e ndao-hemoliticas. J& as membranas enxertadas com MAA
demonstraram ser mais trombogénicas que as ndo modificadas e muito hemoliticas
para ambos os contactos (directo e indirecto).

Assim, a modificacdo por Plasma seguida do enxerto com HEMA é o método mais
eficaz entre estes dois, pois além de ndo afectar a viabilidade celular, é
hemocompativel. Estas caracteristicas sdao necessarias para a implantacdo deste

material enquanto valvulas cardiacas.
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Conclusao Geral e Trabalho Futuro

A necessidade de desenvolver uma vdlvula cardiaca artificial que seja totalmente
compativel com o corpo humano ainda ndo foi colmatada. A modificacdo de
superficies é muito usada actualmente, uma vez que permite alterar as propriedades
de superficie sem alterar as propriedades de massa.

Com o presente trabalho, pretenderam-se aplicar algumas técnicas de modificacdo de
superficie (radiacdo UV, amindlise e Plasma) a uma poliuretana termoplastica,
Elastollan 1180A50®, de forma a verificar se as alteragGes provocadas cumpriam os
requisitos necessarios para a sua aplicacdo enquanto valvulas cardiacas.

Inicialmente, as membranas de poliuretana foram modificadas com radia¢ao UV de
forma a criar radicais livres a superficie e enxertadas com dois mondmeros diferentes-
HEMA e MAA. Estas membranas modificadas apresentam aumento da hidrofilicidade,
relacionada com um aumento da biocompatibilidade, e uma boa adesao e proliferacdo
celulares, bem como efeito antibacteriano. Nao entanto, ambas sdo trombogénicas, o
gue nao é desejavel para a aplicacdo em causa.

De seguida, as membranas foram modificadas quimicamente com
hexametilenodiamina, através da ligacdo de grupos NH, na superficie. Neste caso,
houve uma grande reducdo do angulo de contacto tal como o desejado. A presenca de

grupos NH, foi confirmada pela técnica de ATR-FTIR.
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O comportamento das membranas junto das culturas de células também foi o
desejavel uma vez que as células aderiram e proliferaram. No entanto estas ndo
demonstraram qualquer efeito antibacteriano. Apesar de serem menos trombogénicas
que as membranas nao-modificadas, apresentaram um elevado indice hemolitico. O
aumento acentuado do angulo de contacto das membranas depois de incubadas em
diferentes meios, bem como o valor superior do indice hemolitico para o contacto
indirecto, sugerem a libertacdo dos grupos NH, para os meios, o que leva a concluir
gue 0s grupos nao se encontravam bem ligados, ou entdo que estes interagem com os
meios, deixando a superficie mais livre.

Finalmente, as membranas foram modificadas por Plasma com diferentes gases
(Oxigénio e Argon), até encontrar os parametros ideais de modificacio (tempo,
pressdao e gds), que foram aqueles que permitiram obter o dngulo mais baixo, com
alguma estabilidade. Entdo, estas membranas foram de seguida enxertadas com os
mondémeros HEMA e MAA. A hidrofilicidade das membranas também aumentou, neste
caso com o passar do tempo e o meio de cultura demonstrou ser o meio mais eficaz
para manter os angulos de contacto em valores mais baixos. Comparando com a
técnica de modificacdo por UV, uma vez que foi feito o enxerto com os mesmos
mondmeros, a técnica de modificacdo por Plasma mostrou-se mais eficaz uma vez que
o angulo de contacto obtido é inferior. Além disso, o aumento da componente polar
foi também superior para estas modificacdes. Quando em contacto com culturas de
células, ambas as membranas permitiram a adesdo celular apesar das membranas
enxertadas com MAA afectarem a sua viabilidade. Por outro lado, estas foram as que
demostraram maior efeito antibacteriano, emboras as modificadas com HEMA
também apresentem esse efeito. Em relagdo a hemocompatibilidade, as membranas
enxertadas com HEMA mostraram-se ndo trombogénicas e ndo-hemoliticas. Ja as
membranas enxertadas com MAA demonstraram ser mais trombogénicas que as nao
modificadas e muito hemoliticas para ambos os contactos (directo e indirecto).

Deste modo, de entre todos os métodos, a técnica que demonstrou maior eficacia foi a
modificacdo por Plasma, seguida do enxerto de HEMA. Isto porque estas membranas
demostraram uma diminuicdo dos angulos de contacto, isto é, aumento da
hidrofilicidade, relacionada com a biocompatibilidade. Além disso, o seu

comportamento junto das culturas de células e bactérias (promovem a adesdo e
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proliferacdo celulares e tém um efeito antibacteriano) e em contacto com o sangue
(ndo-trombogénicas e ndo-hemoliticas) sdo caracteristicas desejaveis para a aplicagao
enquanto valvulas cardiacas.

Apesar do trabalho efectuado ser bastante diverso, a avaliagdo das membranas
modificadas tém que continuar a ser estudada. Assim, como sugestdo para trabalho
futuro:

O enxerto e racio de grupos quimicos pode ser avaliado pela técnica de XPS (X-ray
photoelectron spectroscopy) para confirmar o sucesso ou insucesso da reacgao de
enxerto.

O processo de lavagem das membranas tem que ser melhorado, uma vez que em
diferentes casos se concluiu que havia excesso de mondmero na superficie que foi
libertado para os meios de incubacao.

E necessdrio também avaliar a resisténcia, o alongamento e a tracgdo destas amostras,
de forma a verificar se estdo preparadas para suportar os movimentos relacionados
com o bombeamento do sangue. A morfologia das amostras, que pode estar
relacionada com a sua biocompatibilidade pode ser avaliada por AFM (Atomic Force
Microscopy) Além disso, devem também realizar-se testes com culturas de células
endoteliais, uma vez que as valvulas cardiacas tém que ter afinidade com estas células.
A adesdo celular pode também ser confirmada com recurso a técnica de SEM
(Scanning Electron Microscopy)

Finalmente, pode também estudar-se o enxerto de outros mondmeros que sejam
biocompativeis, como por exemplo proteinas, de forma a promover uma melhor
compatibilidade das membranas quando em contacto com o sangue. Para isso, a
modificacdo por Plasma com Oxigénio pode ser uma técnica utilizada, uma vez que
com esta se obtém angulos de contacto baixos através da insercio de grupos

hidroxilixos e carboxilicos na superficie, que se ligam com facilidade as proteinas.
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Anexo A

Tabela 7: Resultados médios obtidos para os angulos de contacto das membranas modificadas por UV, durante

diferentes tempos de irradia¢do, para os 2 mondmeros enxertados (HEMA e MAA).

Angulos de Contacto (°)

Tempo (horas) HEMA MAA
0,25 81,5+1,2 87,3+19
0,5 75,0+0,4 74,4+1,3
1 83,0+1,8 79,3+1,7
2 79,1+2,2 76,6 £2,1
3 75,8 +£3,7 78,1+3,0
4 78,8124 81,4+3,0
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Anexo B

Tabela 8: Resultados médios obtidos para os angulos de contacto das membranas modificadas por Plasma, com o
gas Argon, para diferentes tempos e pressoes.

Angulos de Contacto (°)

Tempo (horas) 0,4 mbar 0,6 mbar 0,8 mbar 1 mbar 2 mbar
0,5 400+4,0 52,8+20 47,4+23 939+29 101,9%2,5
1 27,4+0,5 454+20 52,1+28 685+1,1 88,7+3,2
2 26,2+2,7 27,717 455+%19 39,7+2)2 42,2+1,0
3 298+0,4 236+14 341+14 35808 49,1+11
4 28,0+1,3 294+29 413+24 350+1,2 44,4 +29

Tabela 9: Resultados médios obtidos para os angulos de contacto das membranas modificadas por Plasma, com o
gas Oxigénio, para diferentes tempos e pressoes.

Angulos de Contacto (°)

Tempo (horas) 0,4 mbar 0,6 mbar 0,8 mbar 1 mbar 2 mbar
0,5 - 435+15 576+1,7 51,8+6,9 53,4+4,7
1 - 41,0+1,2 39,7%+1,7 41,7+3,0 36,8+1,3
2 133+15 354+14 322+2,0 46,4+14 36,0+£0,9
3 125+19 365%+1,5 40,0+29 415+1,38 38,3+1,6
4 18,4+04 303+10 374+06 37,2105 40,1+1,6
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